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Autofagia on eukaryoottinen soluprosessi, jossa solunsisäistä materiaalia kierrätetään 
kuljettamalla sitä erikseen muodostuvissa vesikkeleissä lysosomeihin hajotettavaksi. Perustilan 
olosuhteissa autofagia ylläpitää solun homeostaasia. Erilaiset stressiolosuhteet voivat indusoida 
autofagiaa, jolloin se auttaa solua välttämään tarpeettoman tai hallitsemattoman solukuoleman. 
RAB-proteiinit ovat pieniä GTPaaseja, jotka säätelevät vesikkeliliikennettä ja -fuusiota 
endosytoosi- ja eksosytoosireitillä. RAB24:n on äskettäin osoitettu osallistuvan autofagiaan, 
mutta sen molekyylitason toiminnasta on hyvin vähän tietoa. GOSR1 on Golgin laitteeseen 
sijoittuva kalvojen yhtymistä säätelevä SNARE-proteiini, jonka on havaittu vuorovaikuttavan 
epäsuorasti RAB24:n kanssa. GOSR1:n osuutta autofagiassa ei ole tutkittu. 
Tutkimuksen tavoitteena oli selvittää paikantuvatko RAB24 ja GOSR1 samoihin 
vesikkelirakenteisiin ja vuorovaikuttavatko ne keskenään. Malliorganismina käytettiin HeLa-
soluja, ja autofagian indusoimiseksi käytettiin näännytystä aminohapottomissa olosuhteissa. 
Tutkimuksia varten valmistettiin fuusioplasmidi, jossa GOSR1-sekvenssiin oli liitetty vihreän 
fluoresoivan proteiinin GFP-sekvenssi. Paikantumista selvitettiin immunofluoresenssi-
värjäyksellä, jossa leimattiin RAB24:n ja GOSR1:n lisäksi autofagosomaalinen merkkiproteiini 
LC3. Leimatut solut kuvattiin konfokaalimikroskoopilla, ja kuvia analysoitiin ImagePro-
ohjelmistolla. Vuorovaikutusta tutkittiin immunopresipitaatiolla. 
GOSR1:n ja RAB24:n ei todettu merkittävästi paikantuvan samoihin rakenteisiin.  Sen sijaan 
GOSR1 paikantui LC3-positiivisiin autofagisiin vesikkeleihin. Immunopresipitaatiokokeissa ei 
pystytty osoittamaan vuorovaikutusta GOSR1:n ja RAB24:n välillä. Tulosten varmistamiseksi 
immunofluoresenssivärjäyksiä tulisi tehdä enemmän ja useammassa aikapisteessä käyttäen 
GFP-leimattua GOSR1:stä. Jatkotutkimuksia olisi syytä tehdä myös käyttäen GOSR1:n siRNA-
hiljennystä selvittämään, onko GOSR1 välttämätön autofagialle. Immunopresipitaatio-
protokollaa tulisi optimoida, ja mahdollista vuorovaikutusta voisi tutkia myös muilla 
menetelmillä, esim. hiivan kaksoishybriditekniikalla. 
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Abstract 
Autophagy is a eukaryotic cellular process where intracellular material is recycled by 
transporting it in newly formed vesicles to lysosomes for degradation. In normal conditions 
autophagy supports cellular homeostasis. Different stress conditions can induce autophagy and 
then it helps the cell to avoid an unnecessary or uncontrolled cell death. RAB proteins are small 
GTPases that regulate vesicle traffic and fusion events in endocytic and exocytic pathways. 
RAB24 has recently been shown to participate in autophagy, but there is very little information 
about how it works at the molecular level. GOSR1 is a Golgi SNARE protein that regulates 
membrane fusion events, and it has been observed to interact indirectly with RAB24. The 
participation of GOSR1 in autophagy has not been studied yet. 
The aim of the study was to find out if RAB24 and GOSR1 colocalize into the same vesicle 
structures and if they interact within each other. HeLa cells were used as a model organism, and 
to induce autophagy amino acid starvation was used. For GOSR1 detection a DNA construct 
was created where GOSR1 was tagged with green fluorescent protein GFP-sequence. 
Localization was studied with immunofluorescence staining where in addition to RAB24 and 
GOSR1 also the autophagosomal marker protein LC3 was labeled. The labeled cells were 
photographed with a confocal microscope. The pictures were analyzed with ImagePro software. 
Interaction between the proteins was studied using immunoprecipitation. 
GOSR1 and RAB24 were not observed to colocalize into same structures in significant amount. 
Instead it was found that GOSR1 colocalized into LC3-positive autophagic vesicles. In 
immunoprecipitation studies no interaction between RAB24 and GOSR1 could be shown. In 
order to ensure the results more immunofluorescence stainings should be done using several 
time points and GFP-tagged GOSR1. Also GOSR1 silencing with siRNA should be used in 
order to find out if GOSR1 is necessary for autophagy. The immunoprecipitation protocol 
should be optimized, and the possible interaction could be studied by using other methods, for 
example yeast-two hybride technology. 
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ALR Autophagic lysosome reformation 
AMPK AMP-aktivoitu proteiinikinaasi 
ATG Autophagy-related gene, autofagiaan liittyvä geeni 
BECN1 Bekliini 1 
BSA Bovine serum albumine, naudan seerumialbumiini 
cDNA Complementary deoxyribonucleic acid 
CMA Chaperone-mediated autophagy 
DABCO 1,4-diazabicyclo(2.2.2)octane 
DAPI 4’,6-diamino-2-phenylindole 
DFCP1 Double FYVE domaine-containing protein 1 
DMEM Dulbecco’s modified eagle’s medium 
EBSS Earle’s balances salt solution 
EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid, etyleenidiamiinitetraetikkahappo 
ER Endoplasmic reticulum, endoplasmakalvosto 
FCS Fetal calf serum, vasikan sikiön seerumi 
FIP200  FAK-family interacting protein of 200 kDa 
GAP Guanosine triphosphatase activating protein 
GDF GDI displacement factor 
GDI GDP dissociation inhibitor 
GDP Guanosiini difosfaatti 
GEF Guanosine nucleotide exchange factor 
GFP Green fluorescent protein 
GOSR1 Golgi SNAP receptor complex member 1 
GTP Guanosiini trifosfaatti 
GTPaasi Guanosiini trifosfataasi 
HeLa Henrietta Lax - Human cervical epithelial cell line 





LAMP Lysosome-associated membrane protein 
LC3 Microtubule associated protein 1 light chain 3 
MEF Mouse embryonic fibroblast, hiiren alkion fibroblasti 
mTORC1 Mammalian target of rapamycin complex 1 
MVB Multivesicular body, monivesikulaarinen endosomi 
NRK Normal rat kidney, rotan munuaisesta lähtöisin oleva solulinja  
PAGE Polyacrylamide gel electrophoresis 
PAS Phagophore assembly site, fagoforin kokoamispaikka 
PBS Phosphate buffered saline 
PE Phosphatidylethanolamine, fosfatidyylietanolamiini 
PFA Paraformaldehydi 
PI3P Phosphatidylinositol 3-phosphate, fosfatidyyli-inositoli-3-fosfaatti 
PKA Proteiinikinaasi-A 
RAB Ras associated protein in the brain 
RAG RAS-related small GTPase 
REP Rab escort protein 
RGGT Rab geranylgeranyltransferase 
ROS Reactive oxygen species, reaktiiviset happiyhdisteet 
SDS Sodium dodecyl sulfate, natriumdodekyylisulfaatti 
siRNA Small interfering RNA 
SNARE Soluble NSF attachment receptor 
TBS Tris buffered saline, Tris-puskuroitu saliini 
UBL Ubiquitin-like, ubikitiinin kaltainen 
ULK Unc-51-like kinase, Unc-51:n kaltainen kinaasi 






Autofagia (=itsensä syöminen) on pitkälle konservoitunut eukaryoottinen 
soluprosessi, joka kierrättää solunsisäistä materiaalia hajottamalla sitä nisäkkäillä 
lysosomeissa ja hiivoilla ja kasveilla vakuolissa. Hajotettavana materiaalina voi 
olla soluelimiä, ribosomeja, sytoplasmisia proteiineja, lipidejä tai sokereita, 
väärinlaskostuneita proteiineja tai niiden kasautumia tai solunsisäisiä mikrobeja. 
Autofagian tehtävänä on ylläpitää solun homeostaasia huolehtimalla jätehuollosta, 
ja auttaa solua selviytymään stressiolosuhteissa (Zhang, 2015). Autofagia on 
välttämätöntä solun elinkyvylle, ja häiriöt sen toiminnassa myötävaikuttavat 
useiden sairauksien puhkeamiseen (Choi et al., 2013). Autofagian kuvaamisessa 
ratkaisevaa osaa näyttelivät Christian De Duve ja Robert Wattiaux (1966). 
Proteiinien hajottamista varten solulla on käytettävissään myös ubikitiini-
proteasomireitti (ubiquitin-proteasome system, UPS), jonka ajatellaan toimivan 
tarkasti säädellyssä yhteistyössä autofagisen järjestelmän kanssa. Autofagiasta 
poiketen UPS hajottaa pelkästään proteiineja. Tämä tapahtuu molekyyli kerrallaan 
solulimassa sijaitsevissa proteosomeiksi kutsutuissa proteiinikomplekseissa. 
(katsausartikkeli Amm et al., 2014). 
Autofagiasta tunnetaan kolme päätyyppiä: makroautofagia, mikroautofagia ja 
saperonivälitteinen autofagia. Näitä päätyyppejä erottaa toisistaan tapa, jolla 
hajotettava materiaali kuljetetaan lysosomiin. Lisäksi autofagia voi olla joko 
valikoivaa tai ei-valikoivaa. Autofagia voi olla jatkuvasti käynnissä, jolloin 
puhutaan basaalista eli perustilan autofagiasta. Tällöin viallisia tai vanhoja 
soluelimiä sekä väärinlaskostuneita proteiineja ja niiden kertymiä hajotetaan 
ravintorikkaissa olosuhteissa. Toisaalta solun stressiolosuhteet, kuten ravinnon, 
kasvutekijöiden tai hapen puute, DNA-vauriot, reaktiiviset happiyhdisteet (ROS), 
proteiinikasaumat, tai solunsisäinen patogeeni, voivat indusoida autofagian 




1.1.1 Autofagian eri muodot 
Mikroautofagiassa kierrätettävä materiaali otetaan ei-valikoivasti tai valikoivasti 
suoraan lysosomiin sisään (Kuva 1-1). Lysosomaalisesta kalvosta kuroutuu uloke, 
joka sulkee hajotettavan materiaalin sisäänsä. Syntyy lysosomin sisäinen vesikkeli, 
jonka hajotessa solulimasta kaapattu materiaali vapautuu lysosomin sisään 
hajotettavaksi (Marzella et al., 1981). Hiivoissa on kuvattu sekä valikoivaa että ei-
valikoivaa mikroautofagiaa, mm. mikromitofagia hajottaa mitokondrioita ja 
mikropeksofagia peroksisomeja (Li et al., 2012). Hiivoissa on havaittu 
hiilenlähteen muuttumisen metanolista glukoosiksi indusoivan mikropeksofagiaa 
(Farré et al., 2009). 
 
Kuva 1-1: Autofagian eri muodot. Artikkelin Damme et al., 2015 kuva 1. 
Saperonivälitteisessä autofagiassa (CMA, Chaperone-mediated autophagy) 
saperoniproteiini HSC70 tunnistaa proteiinit (Kuva 1-1), joissa on KFERQ-
motiivi, ja kuljettaa ne yksitellen lysosomaaliselle kalvoproteiinille nimeltä 
LAMP-2A (lysosome-associated membrane protein 2A). Saperoni ja LAMP-2A 
siirtävät hajotettavan proteiinin lysosomaalisen kalvon läpi lysosomin lumeniin 
hajotettavaksi. Mikroautofagiasta poiketen saperonivälitteinen autofagia on hyvin 
valikoiva, sillä se kohdistuu vain KFERQ-motiivin omaaviin proteiineihin 
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(katsausartikkeli Cuervo, 2011). LAMP-2A:n määrä lysosomin kalvossa säätelee 
CMA:n aktiivisuutta (Cuervo ja Dice, 2000). Ravintoköyhien olosuhteiden on 
todettu kasvattavan CMA:n aktiivisuutta lisäämällä LAMP-2A:n määrää (Cuervo 
et al., 2000).  
Tässä tutkielmassa keskitytään autofagian kolmanteen päätyyppiin, 
makroautofagiaan, johon tästä eteenpäin aina viitataan käytettäessä nimitystä 
autofagia. Makroautofagiassa hajotettava sytosolinen materiaali joutuu ensin 
kaksoiskalvon ympäröimän vesikkelin eli autofagosomin sisään (Kuva 1-1).  
Autofagosomeiksi kutsutut vesikkelit muodostuvat de novo sen sijaan, että ne 
kuroutuisivat lysosomeista tai vakuoleista (Yang et Klionsky, 2010). Vasta 
sulkeutumisensa jälkeen autofagosomi yhtyy lysosomin kanssa, jolloin hajotettava 
materiaali päätyy lysosomin lumeniin. 
1.1.2 Autofagian vaiheet 
Autofagosomit muodostuvat, kun litteä kalvopussi kiertyy hajotettavan organellin 
tai sytosolin osan ympärille (Kuva 1-2). Tätä litteää kalvopussia kutsutaan nimellä 
fagofori. Autofagosomin muodostuminen alkaa hiivalla fagoforin 
kokoamispaikassa, josta käytetään lyhennettä PAS (Phagophore Assembly Site) 
(Longatti et al., 2009). Hiivasoluissa PAS sijaitsee tietyssä paikassa lähellä 
vakuolia. Nisäkässoluissa ei ole yhtä tiettyä paikkaa, jossa fagoforin 
muodostuminen alkaisi, vaan niitä voi olla useita (Itakura et al., 2010). 
Tutkimuksissa on havaittu, että nisäkässoluissa fagoforit muodostuvat 
omegasomeiksi kutsutuissa endoplasmakalvostoon liittyvissä rakenteissa (Axe et 
al., 2008; Hayashi-Nishimo et al., 2009; Ylä-Anttila et al., 2009). Aluksi syntynyt 
kalvorakenne laajentuu ja muodostuu avoin kupinmuotoinen kalvorakenne, joka 
sulkee sisäänsä hajotettavaksi tarkoitetun materiaalin joko valikoivasti tai ei-
valikoivasti (He  ja Klionsky, 2009). Vielä ei tiedetä, muodostuuko fagoforin 
kalvo de novo vai onko se peräisin jo olemassa olevista kalvoista. Alkuperäksi on 
ehdotettu solukalvoa (Ravikumar et al., 2010), endoplasmakalvostoa (Dunn Jr., 
1990; Furuno et al., 1990; Juhasz ja Neufeld, 2006; Hayashi-Nishino et al., 2009; 
Ylä-Anttila et al., 2009) sekä Golgin laitetta (Takahashi et al., 2011), kierrättäviä 
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endosomeja (Longatti ja Tooze, 2012) ja mitokondrioita (Hailey et al., 2010). On 
mahdollista, että kalvon alkuperä riippuu solutyypistä, kaapattavan materiaalin 
laadusta tai autofagian käynnistäneestä stressiärsykkeestä. Fagoforin kasvaessa se 
kaareutuu, kunnes lopulta fagoforin vastakkaiset päät sulautuvat yhteen sulkien 
sisäänsä lysosomiin tai vakuoliin kuljetettavan materiaalin ja muodostaen samalla 
pallomaisen autofagosomin, jossa on kaksi ympäröivää kalvoa (Kuva 1-2). Ei-
valikoivassa autofagiassa fagoforin kaareutumista sääteleviä tekijöitä ei tunneta. 
Sen sijaan valikoivassa autofagiassa kalvo kiertyy sisään kaapatun materiaalin 
ympärille mukaillen sen muotoja (Mijaljica et al., 2012). Autofagosomi kypsyy, 
kun se yhtyy endosomien  tai monivesikulaaristen endosomien  (multivesicular 
bodies, MVB) kanssa (Kuva 1-2), jolloin niiden muodostamaa yhdistelmää 
kutsutaan amfisomiksi (Tooze et al., 1990; Berg et al., 1998). On myös ehdotettu, 
että yhtyminen varhaisten endosomien kanssa olisi edellytys autofagosomin 
kypsymiselle (Razi et al., 2009). Kun amfisomi tai autofagosomi saavuttaa 
lysosomin tai vakuolin, niiden ulkokalvot yhdistyvät (Kuva 1-2). Hiivasoluissa 
muodostuu autofagosomista tällöin vakuolin sisään yksinkertaisen kalvon omaava 
autofagiseksi kappaleeksi kutsuttu vesikkeli. Nisäkkäillä autofagosomin sisältö 
vapautuu lysosomin lumeniin samalla tavalla yhä yhden kalvon ympäröimänä 
pakettina. Sytosolisen materiaalin hajotus voi siis alkaa vasta kun tämä jäljellä 
oleva kalvo on hajotettu tai vähintään tehty hajottavia entsyymejä läpäiseväksi 
(Devenish ja Klionsky, 2012). Lysosomin ja autofagosomin yhdistelmää kutsutaan 
autolysosomiksi. Lysosomin tai vakuolin lumenin hapan ympäristö ja hydrolaasit 
hajottavat autofagosomin sisäkalvon ja sen sisältämän sytosolisen materiaalin, 
minkä jälkeen lysosomaaliset permeaasit kuljettavat hajoamistuotteet takaisin 
solulimaan (Yorimitsu ja Klionsky, 2005). Näin solu voi käyttää ne uudelleen joko 




Kuva 1-2: Autofagosomin muodostuminen ja kypsyminen (Eskelinen, 2008). 
Näännyttämällä rotan munuaisen soluja eli NRK-soluja (normal rat kidney cells) 
aminohappovapaassa viljelyliuoksessa on saatu tietoa autofagian loppuvaiheen 
tapahtumista. Tapahtumasta käytetään nimitystä autofaginen lysosomin 
uudelleenmuodostus, ALR (autophagic lysosome reformation). Tutkimuksessa 
saatujen tulosten perusteella autolysosomin kalvorakenteet kierrätetään siten, että 
niistä muodostuu uusia lysosomeja proteiinikinaasi mTORC1:n (mammalian target 
of rapamycin complex 1) säätelemässä prosesissa (Kuva 1-3). Hajoamistuotteiden 
vapautuminen autolysosomista solulimaan aktivoi mTORC1:ä, mikä estää uusien 
autofagosomien muodostumista ja käynnistää ALR:n. Autolysosomeista alkaa 
työntyä ulos tubuluksia, joiden päistä erkanee vesikkeleitä. Nämä vesikkelit ovat 
protolysosomeja, joilla ei vielä ole lysosomien biokemiallisia ominaisuuksia, 
mutta jotka kypsyvät lysosomeiksi. Tubuluksien ja protolysosomien 
muodostuminen vaatii toteutuakseen mikrotubuluksia, jotka toimivat mahdollisesti 




Kuva 1-3: Autofaginen lysosomin uudelleenmuodostuminen (ALR) ja sen säätely mTORC1:n 
kautta. Piirretty artikkelin Yu et al., 2010 kuvan 4h pohjalta. 
1.1.3 Autofagiakoneisto 
Miki Tsukada ja Yoshinori Ohsumi tekivät merkittävän läpimurron autofagian 
molekulaarisen mekanismin selvittämisessä tutkiessaan prosessia Saccharomyces 
cerevisiae-hiivasoluilla. He löysivät useita autofagiaan liittyviä geenejä, joita 
nykyään kutsutaan nimellä ATG-geenit (autophagy related genes) (Tsukada ja 
Ohsumi, 1993). Kaksi muuta tutkimusryhmää (Michael Thumm ja Daniel 
Klionsky) teki vastaavan löydöksen lähes samanaikaisesti. Tällä hetkellä tunnetaan 
yli 30 ATG:ä, ja useilla niistä on homologi tai useita homologeja myös nisäkkäillä 
ja kasveilla. Toinen autofagiakoneistoa koskeva merkittävä havainto oli, että 
nisäkkäiden ATG6-homologi, bekliini 1 (BECN1), on kasvunrajoitegeeni (Liang, 
1999; Klionsky, 2007). Myöhemmin on havaittu monien muodenkin ATG-geenien 
liittyvän solujen kasvun säätelyyn. Tässä tutkielmassa rajoitutaan tarkastelemaan 
autofagian molekulaarista mekanismia ja sen säätelyä nisäkässoluissa. 
Autofagosomin muodostumista säätelee induktiovaiheessa kinaasikompleksi, 
jonka muodostavat Unc-51:n kaltaisen kinaasiperheen (Unc-51-like kinase) 
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muodot ULK1 tai ULK2, sekä ATG13, FIP200 (FAK-family interacting protein of 
200 kDa) sekä ATG101 (Ganley et al., 2009; Hara et al., 2008, Hosokawa et al., 
2009; Jung et al., 2009) (Kuva 1-4). Tämä kompleksi on pysyvä, eikä sen 
muodostuminen riipu solun ravitsemustilanteesta (Hosokawa et al., 2009, Jung et 
al., 2009). Kompleksin toimintaa säätelee proteiinikinaasi mTORC1, jonka 
toiminta sen sijaan riippuu solun ravitsemustilanteesta. Ravinnerikkaissa 
olosuhteissa aktivoitunut mTORC1 yhdistyy kompleksin kanssa, mutta irtoaa siitä 
inaktivoiduttuaan ravinneköyhissä olosuhteissa (Hosokawa et al., 2009). Ollessaan 
yhdistyneenä ULK-kompleksiin mTORC1 fosforyloi ULK1/2:n ja ATG13:n 
inaktivoiden ne. Kun soluja näännytetään tai kun niitä käsitellään mTORC1:n 
inhibiittorina tunnetulla rapamysiinillä, irtoaa mTORC1 kompleksista, jolloin sen 
fosforyloimat kohteet defosforyloituvat ja ULK1/2:n kinaasiaktiivisuus palautuu. 
ULK1/2 fosforyloi Atg13:n ja FIP200:n ja autofagia käynnistyy (Hosokawa et al., 
2009, Jung et al., 2009). Fosfataaseja, jotka toimivat tässä säätelyssä, ei vielä 
tunneta. 
 
Kuva 1-4: Ulk1/2-Atg13-FIP200-kompleksi indusoi autofagosomin muodostumisen ja sen 
toimintaa säätelee proteiinikinaasi mTORC1. Piirretty artikkelin Yang et Klionsky, 2010 kuvan 1 
pohjalta. 
 
Fosfatidyyli-inositolifostaatit (PIP) ovat osa järjestelmää, joka ohjaa molekyylejä 
solunsisäisille kalvoille (Skwarek et al., 2009). Autofagosomin muodostumisen 
aikana fosfatidyyli-inositoli-3-fosfaattia (PI3P) tarvitaan kutsumaan erilaisia 
säätelytekijöitä kuten sinkkisormiproteiinia nimeltä DFCP1 (Double FYVE 
domaine-containing protein 1) omegasomeihin (Axe et al., 2008). Luokan III 
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PtdIns3-kinaasin sisältävä kompleksi saapuu omegasomiin ja tuottaa tarvittavaa 
PI3P:ä (Burmam et al., 2010). PtdIns3-kinaasikompleksin koostumus vaihtelee, ja 
koostumus määrää sen tehtävän (Kuva 1-5). ATG14:n sisältävä kompleksi indusoi 
autofagosomin muodostumista. UVRAG:n sisältävä kompleksi toimii 
endosyyttisellä reitillä (Itakura et all, 2008; Liang et al., 2006). On myös ehdotettu, 
että UVRAG:n sisältävä kompleksi osallistuu autofagosomin muodostumiseen 
(Liang et al., 2006) tai myöhempiin vaiheisiin autofagosomin kypsyessä (Liang et 
al., 2008). Kompleksin muut osat ovat PIK3C3 (PtdIns-3-kinase class III), PIK3R4 
(PtdIns-3-kinase regulatory subunit 4) ja bekliini 1 (Furuya et al., 2005; Itakura et 
al., 2008; Kihara et al., 2001; Liang et al., 1999; Yan et al., 2009). Kompleksin 
toimintaa säätelevät positiivisesti AMBRA1, joka sitoutuu bekliini 1:een (Maria 
Fimia et al., 2007) ja Bif-1 (/SH3GLB1), joka vuorovaikuttaa bekliini 1:n kanssa 
UVRAGin kautta (Takahashi et al., 2007). Negatiivisesti kompleksia säätelevät 
antiapoptoottinen proteiini BCL-2, joka kiinnittymällä bekliini 1:een estää sitä 
liittymästä kompleksiin (Pattingre et al., 2005) sekä rubicon (/KIAA0226), joka 
estää PIK3C3:n toiminnan UVRAG:n sisältämissä komplekseissa (Matsunaga et 




Kuva 1-5: Induktiovaiheen jälkeen luokan III PtdIns3K-kompleksi tuottaa autofagosomin 
muodostumiselle välttämätöntä PI3P:ä. Kompleksi voi sisältää joko Atg14:n tai UVRAG:in. 
Kompleksia säätelevät BCL-2, AMBRA1, Bif-1 ja rubicon. Piirretty artikkelin Yang. et Klionsky, 2010 
kuvan 1 pohjalta. 
Fagoforin laajenemiseen tarvitaan kaksi eri konjugaatiojärjestelmää (Kuva 1-6), 
joissa liitetään ubikitiinin kaltaisia proteiineja (UBL, Ubiquitin-like) toisiin 
proteiineihin tai lipidiin. Ensimmäisessä järjestelmässä konjugoidaan ATG12 
ATG5:een. E1 aktivoiva entsyymi ATG7 ja E2 konjugoiva entsyymi ATG10 
saavat aikaan ATG12:n peruuttamattoman konjugaation ATG5:n keskiosassa 
sijaitsevan lysiiniaminohapon kanssa, minkä jälkeen ATG16 sitoutuu ei-
kovalenttisesti ATG5:een ja dimerisoituu, jolloin muodostuu isompi kompleksi 
(Mizushima et al., 2003). Kompleksi liittyy fagoforin sytosolin puoleisen kalvon 
ulkopinnalle ja irtoaa siitä autofagosomin ollessa valmis (Mizushima et al., 2001). 
Sulkeutuneessa autofagosomissa ei siten ole enää ATG12-ATG5 kompleksia. 
Toisessa järjestelmässä merkittävimmässä osassa ovat hiivan Atg8:n kaltaiset 
proteiinit, joita nisäkkäillä tunnetaan useita. Ne on jaettu kahteen alaluokkaan, 
mikrotubulukseen liittyvän protiinin I kevyt ketju 3, LC3 (microtubule-associated 
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protein I light chain 3) ja GABARAP, joista molemmat sijoittuvat autofagosomin 
kalvoille (Kabeya et al., 2004). Etenkin LC3:a käytetään autofagosomin 
merkkiproteiinina. Konjugaatioreitin alussa kysteiiniproteaasi ATG4 käsittelee 
LC3:a paljastaen sen C-terminaalisesta päästä glysiinitähteen (Kirisako et al., 
2000). Tätä LC3:n muotoa kutsutaan LC3-I:ksi. Seuraavaksi E1:n kaltainen 
entsyymi ATG7 aktivoi LC3-I:n ja siirtää sen E2:n kaltaiselle entsyymille ATG3, 
joka konjugoi kovalenttisesti amidisidoksella LC3-I:n aiemmassa vaiheessa 
paljastetun glysiinitähteen fosfatidyylietanolamiinin (phosphatidylethanolamine, 
PE) aminoryhmään (Ichimura et al., 2000). Tätä konjugaatiota avustaa ATG12-
ATG5 kompleksi, joka mahdollisesti toimii reaktiossa E3-ligaasina (Fujita et al., 
2008, Hanada et al., 2007). LC3:n PE-konjugoitua muotoa kutsutaan LC3-II:ksi. 
Tämä PE-konjugoitu muoto on kiinnittyneenä fagoforin kalvoon, mutta se voidaan 
myös irrottaa siitä ATG4:n katalysoimassa dekonjugaatiossa (Kirisako et al., 
2000). On ehdotettu, että LC3:n ja GABARAP:in eri muodot toimisivat fagoforin 
laajentumisen eri vaiheissa ja että GABARAP:in muodot toimisivat vasta LC3:n 
muotojen jälkeen (Weidberg et al., 2010). Ravintoköyhien olosuhteiden ja muiden 





Kuva 1-6: Kaksi eri ubikitiinin kaltaista proteiinia  sisältävää konjugaatiojärjestelmää vaikuttaa 
fagoforin laajenemiseen. Ubikitiinin kaltaisen proteiinit ovat ATG12 ja LC3. Piirrettu artikkelin Zhang, 
2015 kuvan 2 pohjalta. 
Fagoforin laajentumiseen vaikuttaa todennäköisesti myös transmembraaniproteiini 
ATG9, jonka on todettu sijoittuvan trans-Golgikalvostoon ja myöhäisiin 
endosoimeihin ravinnerikkaissa olosuhteissa ja samoihin paikkoihin kuin 
autofagosomaaliset merkkiproteiinit ravintoköyhissä olosuhteissa. Näistä 
tuloksista on päätelty, että ATG9 osallistuisi kalvomateriaalin kuljetukseen 
fagoforille tämän laajentuessa. On ehdotettu, että aktiivisessa muodossaan 
ULK1/2-kompleksi rekrytoisi ATG9:n fagoforin muodostumispaikalle (Young et 
al., 2006). 
Vaihetta, jossa fagofori sulkeutuu muodostaen autofagosomin, ei tunneta vielä 
kovin hyvin. Huonosti tunnetaan myös prosessi, jossa autofagosomi kypsyy, 
yhdistyy endosomiin tai MVB:hen ja edelleen lysosomiin. Autofagosomin 
tiedetään tarvitsevan mikrotubuluksia liikkuakseen kohti lysosomia ja yhtyäkseen 
varhaisten endosomien ja MVB:ien kanssa. Mikrotubulusten on myös ehdotettu 
avustavan autofagosomin muodostumisessa. (Köchl et al., 2006; Monastyrska et 
al., 2009). On myös saatu viitteitä kalvojoen yhtymistä välittävien SNARE-
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proteiinien osallistumisesta autofagosomin yhtymiseen sekä endosomien että 
lysosomien kanssa (Furuta et al., 2010). RAB7 GTPaasin on todettu osallistuvan 
autofagosomin ja lysosomin yhtymiseen (Gutierrez et al., 2004; Jäger et al., 2004). 
Lisäksi tunnetaan niin sanottu epä-kanoninen autofagia, joka ei tarvitse edellä 
kuvattua autofagiakoneistoa kokonaisuudessaan tai joka muilta piirteiltään eroaa 
tässä tutkielmassa kuvatusta autofagiasta (Nishida et al., 2009; katsausartikkeli 
Codogno et al., 2012). 
1.1.4 Autofagian valikoivuus 
Ravinnon tai energian puutteen käynnistämä autofagia on ei-valikoivaa eli se 
hajottaa sytoplasmaa ja organelleja siinä suhteessa kuin niitä solussa esiintyy.  Ei-
valikoivan autofagian tarkoituksena on tuottaa solulle rakennusaineita ja 
energianlähteitä ja siten auttaa solua selviytymään puutteellisissa 
kasvuolosuhteissa. Autofagia voi myös olla valikoivaa, jolloin sen tarkoituksena 
on ylläpitää homeostaasia ja hajottaa solulle haitallisia tai tarpeettomia kappaleita. 
Autofagian tyyppi voidaan nimetä valikoinnin kohteen mukaan. 
Autofagian lajia, jossa valikointi kohdistuu mitokondrioihin, kutsutaan 
mitofagiaksi. Mitofagiasta tunnetaan kaksi eri mekanismia. Vaurioituneita tai 
vanhentuneita mitokondrioita hajotettaessa viallisen mitokondrion ulkokalvolla 
oleva kinaasi PINK1 kutsuu paikalle sytosolisen E3 ubikitiiniligaasin PARK2.  
PARK2 ubikitinoi proteiineja mitokondrion ulkokalvolla, jolloin niihin voi 
sitoutua LC3:n kanssa vuorovaikuttava reseptori, ubikitiiniin sitoutuva proteiini 
SQSTM1/p62, mikä johtaa mitokondrion autofagiseen hajottamiseen (Youle et al., 
2011). Punasolujen kypsyminen edellyttää myös mitokondrioiden hajottamista, 
missä osallisina eivät ole PINK1 ja PARK2.  Sen sijaan fagoforiin kiinnittyneet 
proteiinit LC3 ja GABARAP tunnistavat WXXL:n kaltaisen motiivin 
mitokondrion ulkokalvon proteiinissa BNIP3L/NIX (Youle et al., 2011). 
Peroksisomien valikoivaa autofagista hajottamista kutsutaan peksofagiaksi, ja sitä 
tarvitaan niin ravintorikkaissa olosuhteissa tapahtuvassa normaalissa 
peroksisomien kierrätyksessä (Huybrechts et al., 2009) kuin ravinneköyhissä 
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olosuhteissa tapahtuvassa energiantuotossakin. Peksofagiassa peroksisomin 
pinnalla oleva integraalinen kalvoproteiini PEX14 kiinnittyy fagoforin LC3:een 
(Haga-Kuge ja Fujiki, 2008). 
Solunsisäisten bakteerien autofagista hajottamista kutsutaan ksenofagiaksi ja 
ubikitinoitujen väärinlaskostuneiden proteiinien aggregaattien hajottamista 
aggrefagiaksi. Osa soluun tunkeutuneiden bakteerien pintaproteiineista ja 
proteiiniaggregaattien proteiineista on ubikitinoitu, joten sekä ksenofagiassa että 
aggrefagiassa p62 kiinnittyy bakteerin tai proteiiniaggregaatin pinnan ubikitiiniin. 
Koska p62:lle on ubikitiinia sitovan alueen lisäksi alue, joka sitoo LC3:a, se 
pystyy rekrytoimaan  fagoforin bakteerin ja aggregaatin ympärille (Zheng et al., 
2009;  Bjørkøy et al., 2005). Näiden mainittujen valikoivan autofagian tyyppien 
lisäksi tunnetaan lukuisia muita valikoinnin kohteen mukaan nimettyjä tyyppejä 
(katsausartikkeli Hale et al., 2013). 
1.1.5 Autofagian säätely 
Autofagiaa säätelevät useat sekä solun sisäiset että ulkoiset signaalit. Näitä ovat 
esimerkiksi solun ravitsemustilanne, kasvutekijät kuten insuliini, hypoksia eli 
happivaje tai endoplasmakalvoston (ER, endoplasmic reticulum) stressireaktio. 
Säätely tapahtuu useimmiten fosforyloimalla autofagiakoneiston proteiineja, ja 
tärkeimmät säätelyyn osallistuvat kinaasit ovat proteiinikinaasi A eli cAMP-
riippuvainen proteiinikinaasi (PKA), AMP-aktivoitu proteiinikinaasi (AMPK) ja 
mTORC1 (Kuva 1-7). PKA- ja mTORC1- reitit reagoivat ravinnonpuutteeseen. 
PKA estää autofagiaa ravintorikkaissa olosuhteissa muun muassa fosforyloimalla 
LC3:a (Cherra et al., 2010). Aminohappojen läsnäolo säätelee positiivisesti 
mTORC1:ä RAS:iin liittyvien pienten GTPaasien kautta. Näitä GTPaaseja ovat 
RAG-proteiinit RAGA, B, C, ja D (RAG, RAS-related small GTPase), joita 
aminohapot säätelevät ja jotka vuorostaan aktivoivat mTOR1:ä (Kim et al., 2008). 
PKA- ja mTORC1-reitit toimivat myös ristiin, sillä PKA voi aktivoida mTORC1:n 
joko suoraan fosforyloimalla mTORC1:n (Mavrakis et al., 2006) tai epäsuorasti 
inaktivoimalla AMPK:n, joka inhiboi mTORC1:ä (Djouder et al., 2010). mTORC1 
reagoi myös hypoksiaan ja kasvutekijöiden pitoisuuksiin, joista molemmat voivat 
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yksinään käynnistää autofagian vaikka olosuhteet olisivatkin ravintorikkaat (Lum 
et al., 2005; Arsham et al., 2003; Wan et al., 2014; Lee et al., 2013; Wang et al., 
2011; Lin et al., 2011; Sengupta et al., 2010). 
AMPK tunnistaa solun energiatilan reagoimalla AMP:n ja ATP:n määrään solussa. 
Kohonnut AMP-taso aktivoi ja kohonnut ATP-taso inaktivoi AMPK:a (Hardie et 
al., 2007). Aktiivisena AMPK voi inaktivoida mTORC1:ä joko suoraan (Gwinn et 
al., 2008) tai epäsuorasti aktivoimalla TSC1/2-kompleksia, joka vuorostaan 
epäsuorasti inaktivoi mTORC1:ä (Inoki et al., 2003). AMPK myös fosforyloi ja 
aktivoi ULK1:ä (Kim et al., 2011). Proteiinikinaasi CAMKK2 
(calcium/calmodulin-dependent protein kinase 2) reagoi ER:n stressireaktion 
aikaansaamaan Ca
2+
-pitoisuuden nousuun aktivoimalla AMPK:a, mikä vuorostaan 
aktivoi autofagiaa (Høyer-Hansen et al., 2007). 
 
Kuva 1-7: Autofagian säätely. Piirretty artikkelin (Zhang, 2015) kuvan 3 pohjalta. 
Metabolisen säätelyn lisäksi autofagiaa säädellään myös transkripitionaalisesti ja 
epigeneettisesti. FOXO- (Forkhead box O), E2F- ja p53-perheiden 
transkriptiotekijät ja NF-κB (Nuclear factor-κB) vaikuttavat autofagiageenien 
transkriptioon (Zhou et al., 2012; Polager et al., 2008; Tracy et al., 2007; Feng et 
al., 2005; Crighton et al., 2006). Erityisen tärkeä transkriptiotiotekijä on TFEB 
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(Transcription factor EB), joka indusoi useiden lysosomaalisten ja 
autofagosomaalisten geenien transkriptiota (Settembre et al., 2011). Sinkki-
sormiproteiini ZKSCAN3 (Zinc-finger protein with KRAB and SCAN domains 3) 
estää monien autofagiaan liittyvien geenien toimintaa ja säätelee autofagiaa 
mahdollisesti yhteistyössä TFEB:n kanssa (Chauhan et al., 2013). Useat miRNA:t 
(microRNA) säätelevät autofagian eri vaiheita (Frankel ja Lund, 2012). 
Histonimodifikaatioiden on arveltu toimivan negatiivisina säätelijöinä 
autofagiassa. Tähänastisissa tutkimuksissa on havaittu histonimodifikaatioiden 
H3K56ac, H3K4me3, H3K9m2, H4K16ac ja H4K20me3 liittyvän autofagiaan 
(Chen et al., 2012; Füllgrabe et al., 2013; De Narvajas et al., 2013; Kourmouli et 
al., 2004; Kapoor-Vazirani et al., 2011). 
1.1.6 Autofagian merkitys 
Basaaleissa olosuhteissa tapahtuvan autofagian päätarkoitus on toimia 
sytoplasmisena laaduntarkkailumekanismina, joka hajottaa proteiiniaggregaatit 
sekä haitalliset ja tarpeettomat sytoplasman komponentit. Näihin kuuluvat 
esimerkiksi vaurioituneet mitokondriot, jotka tuottavat reaktiivisia happiyhdisteitä. 
Näin autofagia ylläpitää solun homeostaasia. Autofagian merkitys korostuu 
neuroneissa sekä sydänlihas- ja luurankolihassoluissa, jotka uusiutuvat hyvin 
hitaasti tai eivät lainkaan (Cuervo et al., 2005). Autofagian toinen päätarkoitus on 
solun ravinnonsaannin turvaaminen ravintoköyhissä olosuhteissa. Proteiinien ja 
lipidien hajottaminen auttaa solua tuottamaan substraatteja, joiden avulla solu voi 
tuottaa ATP:ä vastaamaan energiantarpeeseen. Autofagisen hajotuksen tuottamat 
aminohapot ja muut hajotustuotteet toimivat substraatteina proteiinisynteesissä ja 
mitokondrioissa tapahtuvassa sitruunahappokierrossa, joka tuottaa ATP:ä ja useita 
metaboliitteja kuten asetyylikoentsyymi-A:ta. Lipidien hajotus autofagiassa tuottaa 
rasvahappoja, joista saadaan myös asetyylikoentsyymi-A:ta mitokondrioissa 
tapahtuvan beetaoksidaation kautta. Vastasyntyneellä autofagia mahdollistaa 
elimstön sopeutumisen istukan kautta tapahtuneen ravinnonsaannin äkillisen 
loppumisen aiheuttamaan ravinnonpuutteeseen (Kuma et al., 2004). Autofagian 
merkitys ei kuitenkaan rajoitu haitallisten tai tarpeettomien sytoplasman 
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komponenttien hajotukseen ja solun ravinnonsaannin turvaamiseen 
ravintoköyhissä oloissa. 
Ohjelmoitua solukuolemaa kutsutaan apoptoosiksi. Autofagia voi myös johtaa 
hallittuun solukuolemaan tai edeltää sitä. Monet stressitekijät, jotka johtavat 
lopuksi apoptoosiin, käynnistävät ensin autofagisen prosessin. Mikäli rasitustila 
jatkuu, eikä autofagia kykene enää ylläpitämään solun elintoimintoja, solu saattaa 
reagoida käynnistämällä apoptoosin välttyäkseen nekroosilta eli hallitsemattomalta 
solukuolemalta. Autofagiset ja apoptoottiset signaalireitit risteävät ja niiden välillä 
on vuorovaikusta. Esimerkiksi autofagiassa fagoforin muodostumisen kannalta 
olennaisen PtdIns3K-kompleksin aktivoiva proteiini bekliini 1 vuorovaikuttaa 
apoptoosia säätelevän BCL-2-proteiiniperheen (B-cell lymphoma 2) kanssa. 
Apoptoottiset proteiinit voivat estää myös muiden autofagian kannalta olennaisten 
proteiinien, kuten AMBRA1:n, ATG4D:n tai ATG5:n toiminnan kaspaasien ja 
kalpaiinien toiminnan välityksellä. Myös autofagosomit saattavat toimia alustoina 
apoptoosiin johtavan signaaliketjun käynnistäville DISK-signalointikomplekseille 
(death-inducing signaling complex). Häiriöt tasapainossa autofagisen ja 
apoptoottisen järjestelmän välillä voivatkin johtaa useisiin terveysongelmiin, kuten 
syöpiin tai neurodegeneratiivisiin sairauksiin (katsausartikkeli Booth et al., 2014). 
Autofagia voi joko estää tai edistää pahanlaatuisten kasvainten muodostumista ja 
kasvua. On esitetty, että autofagia estää syöpäsolujen syntyä vähentämällä 
genotoksista ja metabolista stressiä, mutta jo syntyneissä kasvaimissa autofagia voi 
edistää solujen elinkykyä ja hoitoresistenssiä (Karantza-Wadsworth et al., 2007; 
Degenhardt et al., 2006). Mikäli autofagia ei toimi kunnolla, ei solu pääse eroon 
viallisista mitokondrioista, mikä aiheuttaa oksidatiivista kuormitusta. Tästä seuraa 
DNA-vaurioita, joiden seurauksena voi olla syövän muodostuminen. 
Puutteellisesti toimivasta autofagiasta seuraa myös p62-proteiinin kerääntymistä 
soluihin, mikä johtaa myös oksidatiivisen kuormituksen lisääntymiseen ja edelleen 
syövän kehittymiseen (Mathew et al., 2009). Toisaalta syöpäsolut tarvitsevat muita 
soluja enemmän autofagiaa selviytyäkseen hallitsemattoman jakautumisen 
aiheuttamista lisääntyneistä metobolisista ja biosynteettisistä tarpeista. Autofagia 
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myös auttaa syöpäsoluja selviytymään syöpähoitojen niille aiheuttamista 
vaurioista. Autofagia hillitsee myös kasvunrajoitegeeni p53:n toimintaa, mikä 
edesauttaa syövän kehittymistä (Huo et al., 2013; katsausartikkeli White, 2015). 
Häiriöt autofagiassa ovat merkittävässä osassa proteiinien kertymäsairauksissa, 
joissa väärin laskostuneet proteiinit kasautuvat yhteen. Näitä ovat esimerkiksi 
monet neurodegeneratiiviset sairaudet, kuten Alzheimerin tauti (Boland et al., 
2008), Parkinsonin tauti (Spencer et al., 2009), Huntingtonin tauti (Ravikumar et 
al., 2004) ja amyotrofinen lateraaliskleroosi eli ALS (Hetz et al., 2009). Useissa 
niistä on lisäksi havaittu autofagosomien tai viallisten mitokondrioiden 
kerääntymistä, mikä tukee oletusta autofagian toimintahäiriön osuudesta sairauden 
kehittymisessä (Arduíno et al., 2013; katsausartikkeli Ghavami et al., 2014). 
Heikentyneen autofagian on myös todettu olevan yhteydessä ikääntymiseen. On 
saatu viitteitä siitä, että autofagisen järjestelmän osien yli-ilmentäminen  pidentää 
elinikää. Autofagian inaktivoinnin on myös havaittu mitätöivän eliniän 
pidentämiseen tähtäävien geneettisten tai lääkinnällisten käsittelyjen tai 





Autofagia voidaan ymmärtää myös monivaiheisena ja erikoistuneena kalvojen 
kuljetusprosessina, jonka vaiheet osuvat osittain päällekkäin endosytoosi-  ja 
eksosytoosireitin  vaiheiden kanssa. RAB GTPaasit säätelevät vesikkeliliikennettä 
ja -fuusiota niin endosytoosi-  kuin eksosytoosireitilläkin.  RAB GTPaasit ovat 
perifeerisiä kalvoproteiineja, ja niitä tarvitaan rekrytoimaan kalvolle efektori-
proteiineja toteuttamaan vesikkelien yhtymistä tai kuroutumista tai kuljetusta 
solutukirangan filamentteja pitkin.  Näin ollen ne ovat merkittävässä osassa myös 
autofagian eri vaiheiden säätelyssä. Nisäkkäillä tunnetaan yli 70 RAB-proteiinia, 
joista noin kymmenen on todettu osallistuvan autofagiseen prosessiin (Szatmári ja 
Sass, 2014). 
1.2.1 GTPaasi-luonne ja toimintaperiaate 
RAB-proteiinit muodostavat suurimman osan RAS-proteiiniperheestä (Pereira-
Leal et al., 2000). RAS-proteiinit ovat pieniä G-proteiineja. GTPaaseihin kuuluva 
G-proteiinien superperhe käsittää kolme proteiiniperhettä, joista yhden 
muodostavat pienet G-proteiinit. Kaikilla G-proteiineilla on sama perusrakenne ja 
ne käyttävät hyväkseen samaa mekanismia vuorotellakseen aktiivisen ja 
inaktiivisen konformaation välillä (Kuva 1-8). Aktiivisessa konformaatiossa niihin 
on kiinnittynyt guanosiinitrifosfaatti eli GTP ja inaktiivisessa konformaatiossa 
guanosiinidifosfaatti eli GDP. RAB-proteiinit voivat toisin sanoen toimia 
molekulaarisina virtakytkiminä, joiden asennon määrää se, kumpi nukleotidi niihin 
on kiinnittynyt. GTPaasi-luonteella tarkoitetaan, että G-proteiineilla on 
sisäänrakennettu kyky inaktivoida itsensä hydrolysoimalla GTP GDP:ksi. 
Hydrolysaation katalysaattorina toimivat GTPaasin aktivoivat proteiinit eli GAP:t 
(GTPase activator protein). Nukleotidin vaihtoa GDP:stä GTP:ksi katalysoivat 
guaniini nukleotidin vaihtotekijät eli GEF:t (Guanine nucleotide exchange factor). 
RAB-proteiinien, GEF:ien ja GAP:ien yhteisesti säätelemää vesikkeli-
kuljetusmekanismia kutsutaan RAB GEF/RAB-kaskadiksi (Segev, 2001). 
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Ollessaan aktiivisessa tilassa RAB-proteiinit kiinnittyvät kohdekalvoonsa 
lipidihännän avulla. Tällöin RAB-proteiinit vuorovaikuttavat useiden 
vaikuttajamolekyylien eli efektorien kanssa rekrytoiden niitä kalvolle. Näitä voivat 
olla esimerkiksi adaptoriproteiinit, kinaasit, fosfataasit tai moottoriproteiinit, ja ne 
huolehtivat vesikkelien sisällön lajittelusta, vesikkelien kuljetuksesta ja 
yhtymisestä (Eathiraj et. al., 2005). Aktiivisessa GTP:hen kiinnittyneessä tilassa 
RAB-proteiinit voivat edistää vuorovaikutusta vesikkeli SNARE:n (v-SNARE) ja 
kohde SNARE:n (t-SNARE) välillä helpottaen vesikkelin kiinnittymistä oikeaan 
kohdekalvoon ja kompleksin muodostumista SNARE-proteiinien välillä, mikä on 
edellytyksenä vesikkelin yhtymiselle kohdekalvoon (Gerard Waters et Hughson, 
2000). Inaktiivisessa tilassa RAB-proteiinit irtoavat kalvolta, ja niihin kiinnittyy 
GDP:n irtoamisen estäjä GDI (GDP dissociation inhibitor), joka säilyttää ne 
liukoisina sytosolissa peittämällä niiden lipidihännän. RAB:n aktivaation 
yhteydessä GDI:n syrjäyttäjätekijät eli GDF:t (GDI displacement factor) irrottavat 
GDI:n RAB:sta. Toisin sanoen, RAB-proteiinit kiertävät lipidikalvon ja sytosolin 
välillä riippuen siitä, kumpi nukleotidi niihin on kiinnittynyt, GDP vai GTP 




Kuva 1-8: RAB GTPaasin toimintaperiaate. GTP:hen sitoutuneessa muodossa RAB on 
aktiivinen, sitoutuu lipidikalvoon ja rekrytoi effektori-proteiineja kalvolle. GAP = GTPaasia aktivoiva 
proteiini, GDI = GDP:n irtoamisen estäjä, GDF = GDI:n syrjäyttäjätekijä, GEF = guaniini nukleotidin 
vaihtotekijä, Pi = inorgaaninen fosfaatti. 
1.2.2 Muut ominaispiirteet 
RAB-proteiinit syntetisoidaan sytosolissa liukoisina proteiineina (Pereira-Leal, et 
al., 2000). RAB-saattajaproteiini REP-1 (RAB escort protein) tunnistaa 
syntetisoidun proteiinin ja esittelee sen RAB geranylgeranyl 
transferaasientsyymille eli RAB-GGTaasi II:lle, joka prenyloi sen liittämällä RAB-
proteiinin C-terminaalisiin kysteiinitähteisiin kaksi geranylgeranyl-lipidiryhmää 
(Desnoyers et al., 1996). Tässä tutkielmassa prenyloinnilla tarkoitetaan geranyl-
geranylointia. Prenylointi on tarpeellista muun muassa RAB-proteiinin 
lipidikalvoon kiinnittymisen ja GDI:n kanssa vuorovaikuttamisen kannalta 
(Overmeyer et al., 1992; Khosravi-Far et al., 1991). Kaikilla RAB-proteiineilla on 
sekvenssissään yhteisenä piirteenä useita konservoituneita osia, RabF-motiiveja 
(Rab family) (Pereira-Leal et Seabra, 2000). Lisäksi niillä on reilun 30 
aminohapon pituinen hypervaihteleva C-terminaalinen pää, joka mahdollisesti 
toimii tunnisteena ohjattaessa RAB:eja kohdekalvolleen (Chavrier et al., 1991).  
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1.2.3 Tehtävät autofagiassa 
Autofagian tavoin endosomaalinen järjestelmä tuottaa solulle energiaa ja 
makromolekyylejä. Siinä otetaan solun sisään endosytoosilla solun ulkoista 
materiaalia. Endosomaalisista RAB-proteiineista autofagiaan liittyvät RAB4, 
RAB5 ja RAB7. RAB4:n on havaittu osallistuvan autofagian alkuvaiheisiin. 
Näännytyksellä tai rapamysiinikäsittelyllä indusoidussa autofagiassa RAB4:n 
paikantuminen LC3-positiivisiin rakenteisiin lisääntyy (Talaber et al., 2014). 
RAB5 on varhaisten endosomien merkkiproteiini. RAB5-mutanteissa nisäkäs-
soluissa mTORC1:n aktivaatio ja paikantuminen ovat häiriintyneet. Myös 
hiivasoluilla tehdyissä kokeissa on todettu RAB5:n homologin mutaation 
heikentävän mTORC1:n toimintaa. Näiden tulosten perusteella on  päätelty 
RAB5:n säätelevän mTORC1:n aktivoitumista ja paikantumista (Bridges et al., 
2012). RAB5 vaikuttaa autofagosomin muodostumiseen myös PIK3C3-bekliini 1 
– kompleksin kautta (Ravikumar et al., 2008).  RAB7, joka on myöhäisten 
endosomien merkkiproteiini, osallistuu autofagosomien kuljetukseen mikro-
tubuluksia pitkin (Pankiv et al., 2010) sekä autofagosomien yhtymiseen 
myöhäisten endosomien ja lysosomien kanssa (Gutierrez et al., 2004; Jäger et al., 
2004; Su et al., 2011). Näissä tutkimuksissa RAB7:n havaittiin paikantuvan LC3-
positiivisiin rakenteisiin, ja sen hiljentämisen todettiin kasvattavan autofagisten 
vakuolien kokoa ja määrää, ilmeisesti koska yhtyminen lysosomien kanssa oli 
häiriintynyt. Autofagisen lysosomien uudelleenmuodostuksen on havaittu vaativan 
RAB7:n aikaansaamaa GTP:n hydrolyysia (Yu et al., 2010). RAB7:n on todettu 
osallistuvan myös autofagosomin muodostumiseen (Lin et al., 2012) ja 
mTORC1:n aktiivisuuden säätelyyn (Flinn et al., 2010). 
RAB1 ja RAB11 ovat Golgi portinvartijoita. RAB1 välittää vesikkelien kuljetusta 
ER:n ja Golgin laitteen välillä. RAB1 osallistuu autofagosomin muodostumisen 
alkuvaiheisiin säätelemällä ER:stä ulostulevaa kalvoliikennettä (Zoppino et al., 
2010), ja lisäksi se säätelee mTORC1:ä (Li et al., 2010). RAB11 on kierrättävien 
endosomien merkkiproteiini. Se osallistuu autofagosomin kypsymiseen (Fader et 
al., 2009) ja mTORC1:n säätelyyn (Li et al., 2010) sekä kalvorakenteiden 
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toimitukseen myöhäisiltä endosomeilta muodostuville autofagosomeille (Longatti 
et al., 2012). 
RAB9 ja RAB33 ovat Golgi RAB-proteiineja. RAB9 osallistuu autofagosomin 
kypsymiseen ksenofagiassa (Nozawa et al., 2012) ja autofagosomin muodos-
tumiseen ei-kanonisessa autofagiassa (Nishida et al., 2009). Myös RAB33 osallis-
tuu autofagosomin muodostumiseen ja kypsymiseen (Itoh et al., 2008; Itoh et al., 
2011).  
RAB8 osallistuu vesikkelikuljetukseen solukalvoa kohti. Autofagiassa sen on 
todettu osallistuvan autofagosomin kypsymiseen ksenofagiassa (Pilli et al., 2008). 
RAB32:a on todettu tarvittavan autofagosomin muodostumisessa, mahdollisesti 
toimittamalla ER-lähtöistä kalvoa fagoforille (Hirota ja Tanaka, 2009). 
Tässä tutkielmassa rajoitutaan tarkastelemaan RAB24:ää, josta kerrotaan 
tarkemmin seuraavassa luvussa. Autofagiaan osallistuvien RAB-proteiinien 
sijoittuminen solussa ja käsitys niiden tehtävästä autofagiassa on esitetty 
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Taulukko 1-1: Autofagiaan osallistuvien  RAB-proteiinien luokittelu, sijainti ja tehtävä solussa 




Olkkonen et. al. (1993) tunnistivat RAB24:n (23kDa) hiiren aivosolujen cDNA-
kirjastosta etsiessään RAB-perheen geenejä.  RAB24:n havaittiin sijoittuvan 
ER:iin, ER:n ja cis-Golgin väliseen osastoon (ER-Golgi intermediate 
compartment, ERGIC) sekä myöhäisiin endosomeihin. Sen pääteltiin myös 
mahdollisesti osallistuvan autofagiseen prosessiin. Myöhemmin havaittiin, että yli-
ilmennetty RAB24 paikantuu LC3-positiivisiin vesikkeihin (Munafó ja Colombo, 
2002; Egami et al., 2005). Vaikka RAB24:n on pitkään arveltu liittyvän 
autofagiaan, on sen tarkempi tehtävä silti ollut epäselvä. RAB24:n on esitetty 
vuorovaikuttavan GABARAP-proteiinien kanssa, mikä on vahvistanut ajatusta sen 
osallisuudesta autofagiaan ja neurodegeneratiivisiin sairauksiin (Wu et al., 2006). 
RAB24:n roolia autofagiassa käsitellään yksityiskohtaisemmin sen yleisten 
ominaisuuksien kuvaamisen jälkeen. On ehdotettu, että RAB24 osallistuisi myös 
solunjakautumiseen (Militello et al., 2013). Sekvenssinsä perusteella RAB24:n 
voidaan todeta kuuluvan RAB-proteiinien perheeseen, mutta siitä on kuitenkin 
havaittu neljä piirrettä, jotka erottavat sen muista RAB-proteiineistä. Näitä piirteitä 
käsitellään seuraavissa kappaleissa. 
1.2.4.1 Heikko GTPaasiaktiivisuus 
RAB24:n GTPaasiaktiivisuus on huomattavan heikko verrattuna muihin RAB-
proteiineihin, minkä vuoksi se on yleensä GTP:hen sitoutuneessa muodossa 
(Erdman et al., 2000). Tutkittaessa RAB24:n sekvenssiä on siitä löydetty kolme 
sellaista muiden RAB-proteiinien sekvensseistä poikkeavaa kohtaa, jotka voisivat 
selittää tämän. Muiden RAB-proteiinien Gln-67:n paikalla RAB24:ssä on seriini 
(Erdman et al., 2000). Verrattaessa tätä toiseen pieneen G-proteiiniin, Ha-RAS:iin, 
havaitaan, että siinä vastaavalla Gln-61:llä on tärkeä tehtävä GTP:n hydrolyysissä 
(Der et al., 1986; Krengel et al., 1990). Kun tämä Gln-61 korvataan seriinillä, Ha-
RAS:n GTPaasiaktiivisuus heikkenee, eikä proteiini enää reagoi GTPaasin 
aktiivisuuden stimulointiin (Lowy ja Willumsen, 1993). Kun tehtiin RAB24:ään 
mutaatio, jossa Ser-67 korvattiin glutamiinilla, havaittiin RAB24:n GTPaasi-
aktiivisuuden kasvavan merkittävästi (Erdman et al., 2000). 
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Toinen merkittävä poikkeama RAB24:n sekvenssissä on Asp-120:n 
korvautuminen seriinillä ns. NKDX-motiivissa (Erdman et al., 2000). NKDX  on 
yksi niistä neljästä hyvin konservoituneesta motiivista, jotka vaikuttavat useissa 
RAS:n kaltaisissa GTPaaseissa guaniininukleotidin sitoutumiseen (Valencia et al., 
1991). Kolmas poikkeama on alueella, joka vastaa HA-RAS:n silmukkaa 8, missä 
RAB24:llä on viiden peräkkäisen arginiinin muodostama insertti (Erdman et al., 
2000). 
1.2.4.2 Heikko prenylaatio? 
RAB24:n C-terminaalinen pää poikkeaa kaikista muista prenyloiduista 
proteiineista (Erdman et al., 2000). Useimmilla RAB-proteiineilla neljä viimeistä 
C-terminaalista aminohappoa ovat joko XXCC tai XCXC (missä X voi olla mikä 
tahansa aminohappo), joista kysteiinit prenyloidaan post-translationaalisesti 
(Farnsworth et al., 1994). RAB24:llä kahta viimeistä kysteiiniä kuitenkin seuraa 
vielä kaksi histidiiniä, jolloin muodostuu epätavallinen CCHH-motiivi (Erdman et 
al., 2000). Lisäksi tunnetaan muutama RAB-proteiini (esimerkiksi RAB5 ja 
RAB17), joilla loppumotiivi on CCXX, mutta RAB24 on ainoa, jolla kahden 
viimeisen aminohapon tiedetään olevan histidiinejä. Yli-ilmennetyn RAB24:n on 
todettu suurimmaksi osaksi levittäytyvän ympäri sytoplasmaa, minkä on päätelty 
viittaavan heikkoon prenylaatioon (Erdman et al., 2000). Syntetisoidun RAB:n 
alkumuodon on sitouduttava saattajaproteiini REP-I:n kanssa ennen kuin GGTaasi 
II voi prenyloida sen (Anant et al., 1998), sillä REP-I ja GGTaasi II muodostavat 
heterodimeerin (Seabra et al., 1992). REP:n tiedetään vuorovaikuttavan 
tehokkaammin RAB:n GDP:hen kuin GTP:hen sitoutuneen muodon kanssa 
(Seabra, 1996). Tästä voitaisiin päätellä heikon prenylaation selittyvän heikolla 
GTPaasi-aktiivisuudella. Lisäksi epätavallisen C-terminaalisen CCHH-motiivin on 
myös ajateltu selittävän asiaa. Kuitenkin on päätelty, että syitä on oltava muitakin 
(Erdman et al., 2000). Oman ryhmämme tulokset eivät kuitenkaan tue näitä 
aikaisempia tuloksia.  Uudessa tutkimuksessa havaitsimme, että merkittävä osa 
RAB24:stä on prenyloitu, ja että prenylointi  on välttämätöntä RAB24:n 
kohdentumiselle solunsisäisiin organelleihin mukaan lukien LC3-positiiviset 
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rakenteet. Prenyloinnin lisäksi edellytyksenä kohdentumiselle on sitoutuminen 
nukleotidiin (Ylä-Anttila et al., 2015). 
1.2.4.3 RAB24 ei muodosta kompleksia GDI:n kanssa? 
RAB GDI-proteiineilla on merkittävä osa RAB:ien kierrätyksessä solunsisäisten 
kalvojen ja sytosolin välillä. Näiden kahden proteiinin vuorovaikutus kuitenkin 
edellyttää, että RAB:n on oltava GDP:hen sitoutuneessa tilassa ja prenyloitu 
(Musha et al., 1992; Araki et al., 1990; Soldati et al., 1993). Onkin osoitettu, että 
vain hyvin pieni osa yli-ilmennetystä RAB24:sta sitoutuu GDI:hin (Erdman et al., 
2000). Uudempien tulosten mukaan RAB24 kuitenkin muodostaa 
immunopresipitaatiolla osoitettavissa olevan kompleksin GDI:n kanssa (Behrends 
et al., 2010).  
1.2.4.4 Tyrosiinifosforylointi hypervaihtelevassa domeenissa 
Tutkittaessa yli-ilmennettyä RAB24:ää viljellyissä soluissa on sen 
hypervaihtelevasta domeenista löydetty kolme tyrosiinitähdettä (Y172, Y196, 
Y198), jotka voivat fosforyloitua. Myös sen P-silmukkana tunnetusta alueesta, 
joka sijaitsee nukleotidiin sitoutuvassa domeenissa, on löydetty yksi epätavallinen 
tyrosiini (Y17), joka voi fosforyloitua (Ding et al., 2003). Tyrosiinifosforylaatio 
hypervaihtelevassa domeenissa vaikuttaa mahdollisesti RAB24:n paikantumiseen 
solun sisällä, sillä juuri tämän domeenin oletetaan ohjaavan proteiinin 
kohdekalvolleen ja osallistuvan vuorovaikutukseen muiden RAB-proteiinien 
kanssa (Chavrier et al., 1991). P-silmukassa sijaitsevan Y17:n fosforylaation 
ajatellaan mahdollisesti heikentävän RAB24:n GTPaasi-aktiivisuutta.  RAB24:ää 
eniten muistuttavalla RAB-proteiinilla, RAB5:llä, P-silmukan alueen 
aminohappovaihdoksilla on voitu vaikuttaa GTP:n hydrolysoitumiseen ja GDP:n 
irtoamiseen. Näin on saatu aikaiseksi mutantti RAB5, joka on pääasiassa GTP:hen 
sitoutuneessa muodossa (Liang et al., 2000; Li et Liang, 2001).  
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1.2.4.5 RAB24 autofagiassa 
RAB24:n on päätelty osallistuvan autofagiaan, koska sen on havaittu 
kolokalisoituvan autofagosomien merkkiproteiinin LC3:n kanssa ja sijoittuvan 
samoihin vesikkeleihin kuin toinen autofagosomaalinen merkkiaine MDC 
(monodansylcadaverine). Lisäksi sen paikantumisen havaittiin muuttuvan 
merkittävästi, kun soluja näännytettiin aminohappoköyhissä olosuhteissa, minkä 
tiedetään käynnistävän autofagisen prosessin. (Munafó et Colombo, 2002). 
Hermovaurioiden on havaittu lisäävän RAB24:n ilmentymistä motoneuroneissa 
hermoston uudelleenrakennuksen alkuvaiheissa ja edistävän autofagiaprosessin 
vaiheita muistuttavia tapahtumia. Saadut tulokset viittaavat RAB24:n 
mahdolliseen tehtävään hermoston uudelleenrakennuksessa ja autofagiassa. 
Hermovaurioiden korjaamiseen tarvitaan aminohappoja ja elintoimintojen 
ylläpitoon energiaa. Näitä saadaan hajottamalla tarpeettomia ja väärin 
laskostuneita proteiineja, minkä arvellaan olevan syynä autofagian kiihtymiseen 
(Egami et al., 2005). Maltese et al. (2002) raportoivat RAB24:n mahdollisesta 
tehtävästä autofagisessa väärin laskostuneiden proteiinien hajottamisessa ja 
proteiinien kuljetuksessa tumakalvolle tai tumakalvon ylläpidossa tai 
rakentamisessa. Viimeaikaisessa tutkimuksessa on havaittu A→C pistemutaation 
(SNP) emäksessä 113, eksonissa 1, koiran RAB24-geenissä liittyvän voimakkaasti 
neurodegeneratiivisiin sairauksiin kuuluvaan ja motorisia oireita aiheuttavaan 
perinnölliseen ataksiaan. Sairastuneiden koirien pikkuaivojen hermosoluista 
löydettiin autofagisten vakuolien  kertymiä, mikä viittaa häiriöön autofagiareitillä  
(Agler et al., 2014). Oma ryhmämme havaitsi, että RAB24 sijoittuu autofagosomin 
sisä- ja ulkokalvoille. Huolimatta siitä, että RAB24:ää oli jonkin verran myös 
autofagosomien lumenissa ja että tämä osuus RAB24:stä todennäköisesti 
hajotettiin autolysosomeissa, ei sen määrä solussa vähentynyt aminohappopaaston 
aikana. Tästä ja lisääntyneestä RAB24:n lähetti-RNA:n määrästä pääteltiin, että 
RAB24:n proteiinisynteesi todennäköisesti lisääntyi autofagian aikana. Oman 
ryhmämme tulosten mukaan RAB24 ei osallistu autofagosomien muodostumiseen, 
mutta sitä tarvitaan perustilan eli ei-indusoidun autofagiaprosessin loppuvaiheissa 
autofagisten vakuolien  lopullisessa kypsymisessä niiden jo muututtua hajottaviksi, 
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tai todennäköisemmin autolysosomien lopullisessa kierrätyksessä. Ryhmämme 
ehdotti, että autolysosomien kierrätyksessä RAB24 osallistuisi joko hajotetun 
materiaalin vapautukseen tai lysosomaaliseen uudelleenmuodostukseen (Ylä-
Anttila et al., 2015). Aminohapponäännytyksen indusoiman autofagian kohdalla 
RAB24:n osallisuutta ei havaittu. RAB24 siis osallistuu autofagiaan perustilan 
aikana, mutta sen rooli näyttää olevan vähäinen indusoidussa autofagiassa. Ylä-
Anttila et al. myös osoittivat käyttäen immunoelektronimikroskopiaa ja 
solufraktiointia, että sekä endogeeninen että yli-ilmennetty RAB24 paikantuu 
autofagosomeihin. Oman ryhmämme tulosten mukaan edellytyksenä RAB24.n 
rekrytoinnille LC3-positiivisille autofagosomeille on sekä RAB24:n prenylointi 
että sitoutuminen guaniininukleotidiin, mutta tyrosiinifosforylaation ei havaittu 
olevan yhtä tarpeellista. Omat tuloksemme ovat siten osin ristiriidassa 
yllämainittujen vanhempien tulosten kanssa. Ristiriita saattaa johtua RAB24:n 
korkeammasta yli-ilmentämisestä näissä aikaisemmissa kokeissa. Ylä-Anttila et al. 
myös ehdottivat, että aminohapponäännytyksessä muodostuvat autofagosomit ovat 
erilaisia kuin ravinnerikkaissa olosuhteissa muodostuvat, tai että autofagosomien 






GOSR1 (golgi SNAP receptor complex member 1) tunnetaan myös nimillä GS28 
ja GOS-28 (aiemmin myös p28), koska se on Golgin laitteeseen paikallistettu 
atomimassaltaan 28,5 kDa:n suuruinen SNARE-proteiini (SNAP receptor) 
(Subramaniam et al., 1995; Nagahama et al., 1996). Sen on todettu 
vuorovaikuttavan epäsuorasti RAB24:n kanssa kalvojen yhtymiseen osallistuvan 
NSF:n (N-ethylmaleimide-sensitive fusion protein) välityksellä. Tämä osoitettiin 
tutkimuksessa, jossa immunopresipitaation ja massaspektrometrian avulla 
selvitettiin ihmissolujen autofagiaproteiinien keskinäisiä vuorovaikutuksia 
perustilan autofagian aikana (Behrends et al., 2010). Tutkimuksessa HA-tagillä 
(Hemagglutinin) varustettua GOSR1-proteiinia käytettiin yhtenä 
syöttiproteiineista. RAB24 oli niiden proteiinien joukossa, jotka saostuivat 
GOSR1:n mukana. Saamiensa tulosten pohjalta Behrends et al. laativat 
vuorovaikutusverkoston. Tässä analyysissä RAB24 ja GOSR1 sijoittuivat 
molemmat NSF-verkostoon. Enempää tietoa RAB24:n ja GOSR1:n välisestä 
vuorovaikutuksesta ei vielä ole, kuten ei myöskään GOSR1:n mahdollisesta 
tehtävästä autofagiassa.   
1.3.1 SNARE-proteiinit 
Kuljetusvesikkelit kuljettavat materiaalia, kuten proteiineja, soluelinten ja -
rakenteiden välillä. Kohdekalvon pinnalla on reseptori, joka tunnistaa vesikkelin 
kantaman osoitesignaalin. Vesikkelin ja kohdekalvon fuusiota välittävät SNARE-
proteiinit, jotka ovat tavallisimmin tyypin II kalvoproteiineja. Niillä on yksi C-
terminaalinen kalvonlävistävä hydrofobinen osa eli ne ovat integraalisia 
kalvoproteiineja, ja suurin osa niiden massasta sijaitsee sytosolin puolella kalvoa. 
SNARE-proteiinit jaetaan tehtävänsä mukaan kahteen luokkaan: v-SNARE 
(vesicle SNARE), joka sijaitsee kuljetusvesikkelissä ja t-SNARE (target SNARE), 
joka sijaitsee kohdekalvolla. Kalvofuusiota ohjaa SNARE-proteiinien muodostama 
kompleksi, joka vetää fuusioituvat kalvot yhteen. Fuusioon tarvitaan lisäksi muun 
muassa sytosoliset NSF (N-ethylmaleimide sensitive factor)- ja SNAP - (soluble 
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N-ethlmaleimide-sensitive factor-attachment protein) proteiinit (Gerard Waters et 
Hughson, 2000). 
1.3.2 GOSR1:n ominaisuudet 
Sekvenssiltään GOSR1 ei muistuta muita SNARE-proteiineja, mutta 
rakenteellisesti se kyllä muistuttaa niitä (Subramaniam et al., 1996). Bui et al. 
(1999) ovat tutkineet tarkemmin GOSR1:n cDNA:ta ja sen sijoittumista 
genomissa. GOSR1 luokiteltiin ensin v-SNARE:ksi (Nagahama et al., 1996), 
mutta myöhemmissä tutkimuksissa siitä onkin löydetty piirteitä, joiden vuoksi se 
olisi pikemminkin t-SNARE (Rosenbaum et al., 2014).  GOSR1 sijaitsee Golgin 
laitteessa tasaisesti jakautuneena sen eri osien välillä (Hay et al., 1998; Orci et al., 
2000; Volchuk et al., 2004). 
1.3.3 Tehtävät ja vuorovaikutukset 
Tähän mennessä GOSR1:n on todettu muodostavan kolme erilaista SNARE-
kompleksia. Ensimmäisen kompleksin muodostavat GOSR1, syntaksin 5, Ykt6 ja 
GS15. Tämä kompleksi toimii varhaisten tai kierrättävien endosomien ja Golgin 
laitteen trans-sivun välillä (Xu et al., 2002; Tai et al., 2004). Toisen kompleksin 
muodostavat GOSR1, syntaksin 5, Ykt6 ja Bet1, ja se toimii ER:n ja Golgin 
laitteen välisessä kuljetuksessa ja auttaa ylläpitämään Golgin laitetta (Zhang ja 
Hong, 2001). Kolmannen kompleksin muodostavat GOSR1, Sec22b, syntaksin 5 
ja Bet1. Tämä kompleksi toimii maksasoluissa ER:ssä tuotetun VLDL:n (very-
low-density lipoprotein) kuljetusvesikkelin fuusiossa Golgin laitteen cis-sivuun 
(Siddiqi et al., 2010). Jo mainittujen Golgin laitteen cis- ja trans-sivuihin 
kohdistuneen vesikkelikuljetuksen lisäksi on havaittu GOSR1:n osallistuvan 
Golgin laitteen sisäiseen kuljetukseen (Nagahama et al., 1996). 
GOSR1:n tiedetään vuorovaikuttavan suoraan tai epäsuorasti GAPARAPL2:n 
(Sagiv et al., 2000), α-SNAP:n ja NSF:n kanssa (Subramaniam et al., 1997). 
GAPARAPL2  on yksi GABARAP-luokan ATG8-homologeista, jotka paikantuvat 
autofagosomeihin  (ks. Luku 1.1.3). ORP7:n (OSBP-related protein 7) on 
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ehdotettu säätelevän GOSR1:n proteasomaalista hajottamista vuorovaikuttamalla 
GAPARAPL2:n  kanssa (Zhong et al., 2011). 
GOSR1:n on osoitettu yhdessä Ykt6:n kanssa toimivan kantasolujen kaltaisten 
epiteelisolujen jakautumisessa ja/tai erilaistumisessa in vivo Caenorhabditis 
elegans -sukkulamadolla (Maekawa et al., 2009). Tutkimuksissa on havaittu, että 
GOSR1:llä on suojaava tehtävä H2O2:n indusoimassa hermosolujen nekroptoosissa 
(Lee et al., 2011). On ehdotettu, että GOSR1 tehostaa DNA-vaurioiden 
aiheuttamaa apoptoosia (Sun et al., 2012). Lisäksi Drosophilalla in vivo tehdyissä 
tutkimuksissa on havaittu, että GOSR1 osallistuu rodopsiinin (Rh1) kuljetukseen 
Golgin laitteen ulompien osien läpi ja että mutaatioista GOSR1-geenissä seurasi 
sekä häiriöitä tässä kuljetuksessa että kalvojen kertymistä fotoreseptorisolujen 




2 TUTKIMUKSEN TARKOITUS 
Tutkimuksen tavoitteena oli alustavasti selvittää, voisiko RAB24:n tehtävä 
autofagiassa välittyä GOSR1:n kautta. Tässä pro gradu-työssä tutkittiin, 
sijoittuvatko RAB24 ja GOSR1 samoihin rakenteisiin solussa ja 
vuorovaikuttavatko ne keskenään. Lisäksi selvitettiin GOSR1:n paikantumista 
autofagosomeihin. 
Malliorganismina käytettiin HeLa-soluja. Paikantumista tutkittiin 
immunofluoresenssivärjäyksellä, jossa värjättiin tutkittavien proteiinien lisäksi 
myös autofagosomaalinen merkkiproteiini LC3. Lisäksi paikantamista varten 
tehtiin fuusioproteiini, jossa GOSR1:n C-terminaaliseen päähän on liitetty GFP 
(green fluorescent protein). Tuloksista määritettiin, kuinka suuri osuus LC3-
vesikkeleistä oli RAB24 tai GOSR1 positiivisia. Tutkittavien solujen autofagia oli 
joko perustilan autofagiaa tai aminohappovapailla olosuhteilla indusoitua. 
Immunopresipitaatiolla soluista saostettiin RAB24 ja tutkittiin, saostuuko GOSR1 




3 MATERIAALIT JA MENETELMÄT 
3.1 Soluviljely 
HeLa-soluja (ihmisen epiteelisolulinja) ja hiiren embryonaalisia fibroblasteja 
(MEF-soluja, Mouse embryonic fibroblasts) viljeltiin DMEM-liuoksessa 
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium), joka sisälti 4,5 g/l glukoosia, ja johon oli 
lisätty 10% FCS:ää (fetal calf serum) ja 1% penisilliini-streptomysiiniä. Lisäksi 
viljeltiin stabiilisti myc-epitooppitagillä varustettua RAB24:ää (mycRAB24) yli-
ilmentäviä HeLa-soluja sekä vastaavia soluja, joissa plasmidista puuttui RAB24-
sekvenssi (molemmat saatiin Päivi Ylä-Anttilalta). Stabiileja solulinjoja 
viljeltäessä DMEM-liuokseen lisättiin vielä genetisiiniä 200μg/ml yli-
ilmentämisen ylläpitämiseksi. Soluja viljeltiin +37°C:ssa ja 5% 
hiilidioksidiatmosfäärissä kasvatuskaapissa (Thermo Electron Corporation Steri-
Cycle CO2 Incubator). 
Solut irrotettiin kasvatusmaljoista trypsinoinnilla, jossa kasvatusliuoksen poiston 
jälkeen solut pestiin PBS-puskurilla (fosfaatilla puskuroitu saliini), minkä jälkeen 
niille lisättiin trypsiini-EDTA-liuosta (etyleenidiamiinitetraetikkahappo) ja 
inkuboitiin 5 min kasvatuskaapissa. Pulloon lisättiin kasvatusliuosta ja irronneet 
solut suspensoitiin pipetoimalla.  Solut jaettiin 1:2 – 1:10 solujen kasvuvauhdin ja 
käyttötarkoituksen mukaan. 
Solujen näännytykset tehtiin inkuboimalla niitä EBSS-puskurissa (Earle’s 






Sekä RAB24 että GOSR1 ilmenevät endogeenisesti niin heikosti, ettei niitä 
immunofluoresenssimikroskopialla nähdä. Tämän vuoksi solut transfektoitiin 
RAB24:llä, GOSR1:llä tai fuusioproteiinilla GOSR1-GFP. Transfektiossa 
käytettiin kaupallista Polyplus transfection jetprime -  menetelmäpakkausta. HeLa-
solut transfektoitiin, kun niiden konfluenssitaso oli 50-90%. Transfektiossa 
noudatettiin valmistajan ohjetta optimoituna siten, että transfektioreagenssia 
käytettiin 6 μl kasvatettaessa soluja 3 cm:n maljalla. Soluja inkuboitiin 




3.2.1 Käytetyt plasmidit 
 
Kuva 3-1: pEGFP-N3 – plasmidi 
Valmistettiin fuusioplasmidi, jossa inserttinä oli GOSR1 ja vektorina pEGFP-N3 
plasmidi (Kuva 3-1), johon oli jo liitetty ylimääräinen sekvenssi (ns. spacer) 
restriktiokohtien KpnI ja BamHI väliin (saatu lahjoituksena Taina Suntiolta).  
Spacerin tehtävänä on edesauttaa toisiinsa liitettyjen proteenien itsenäistä 
laskostumista. Plasmidista pDNR-LIB+GOSR1 (MHS1011-74662, MGC Clone, 
Genome Biology Unit, Helsingin yliopisto) leikattiin ihmisen GOSR1-fragmentti 
restriktioentsyymeillä XhoI ja KpnI. Irrotettu GOSR1 kloonattiin XhoI ja KpnI 
restriktiokohtien väliin pEGFP-N3+spacer plasmidiin. Näin saatiin plasmidi, joka 




3.3.1 Solujen käsittely 
Kaikki työvaiheet tehtiin huoneenlämmössä. Peitinlaseilla kasvatetut solut pestiin 
kerran PBS:llä, minkä jälkeen ne fiksoitiin inkuboimalla soluja 0,1 M 
fosfaattipuskuriin valmistetulla 4% PFA:lla (paraformaldehydi) noin 25 min. 
Fiksoinnin jälkeen ne pestiin kahdesti PBS:llä. Vaihtoehtoisesti solut fiksoitiin 
metanolilla, jolloin PBS:llä pestyjä soluja inkuboitiin kylmässä (-20°C) 
metanolissa 5 min -20°C:ssa. 
PFA:lla fiksoidut solut läpäistiin inkuboimalla niitä 0,2% saponiini/PBS - 
liuoksella 10 min. Kaikissa työvaiheessa tästä eteenpäin oli oltava mukana 0,2% 
saponiinia läpäisyvyyden säilyttämiseksi, sillä saponiinin aiheuttama läpäisevyys 
on palautuva. Tämän jälkeen blokattiin vapaat aldehydiryhmät inkuboimalla soluja 
0,12% glysiini/0,2% saponiini/PBS –liuoksessa 10 min. Solut blokattiin 3% BSA 
(naudan seerumin albumiini)/0,2% saponiini/PBS –liuoksessa 15 min. Primäärinen 
vasta-aine (Taulukko 3-1) sekoitettiin blokkausliuokseen ja soluja inkuboitiin 
vasta-aineliuoksessa 1 h. Vasta-aineliuosta käytettiin 30 μl peitinlasia kohti. 
Inkubaation jälkeen peitinlaseja pestiin neljä kertaa 0,2% saponiini/PBS –
liuoksella. Sekundäärinen vasta-aine (Taulukko 3-2) laimennettiin 
blokkausliuokseen ja soluja inkuboitiin samoin kuin primäärisenkin vasta-aineen 
yhteydessä, mutta pimeässä, 1 h. Inkubaation jälkeen peitinlaseja pestiin neljä 
kertaa 0,2% saponiini/PBS –liuoksella ja käytettiin peitinlasit kerran nopeasti 
milli-Q vedessä. Metanolilla fiksoidut solut leimattiin samalla tavalla kuin PFA:lla 
fiksoidut, mutta niitä ei läpäisty saponiinilla eikä vapaita aldehydiryhmiä blokattu. 
Peitinlasit pedattiin objektilaseille Mowiol + DABCO (1,4-diazabi-
cyclo(2.2.2)octane) (50 mg/ml) + DAPI (4’,6-diamino-2-phenylindole) (2 μg/ml) – 
seoksella, jonka annettiin jähmettyä pimeässä huoneenlämmössä yön yli. Mowiol 
toimii liimana ja kiinnittää peitinlasin objektilasille, DABCO auttaa säilyttämään 
immunofluoresenssileiman ja DAPI värjää DNA:n. Tämän jälkeen objektilaseja 




Soluja tarkasteltiin ensin fluoresenssimikroskoopilla (EVOSfl AMG tai Olympus 
Provis AX70) ja varsinaista numeerista analyysia varten ne kuvattiin 
konfokaalimikroskoopilla (Leica TCS SP5). Kuvien analysointiin käytettiin 
PhotoShop- ja ImagePro-ohjelmistoja. Analyysiin käytettiin konfokaali-
mikroskoopilla solun keskeltä kuvattuja optisia leikkeitä. Jokainen analyysi tehtiin 
vähintään 20 solun otoksesta. Kuvat terävöitettiin PhotoShop-ohjelmiston 
Terävöitä-suodattimella. ImagePro-ohjelmistolla analysoitiin proteiinien 
yhteispaikantumista eli kolokalisaatiota ja arvioitiin immunofluoresenssileiman 
intensiteettiä. Kukin solu käsiteltiin yksitellen. Solun ääriviiva määritettiin 
silmämääräisesti piirtämällä viiva solun ympärille. Kolokalisaatio- ja 
intensiteettianalyyseissä oli mukana kaksi immunofluoresenssileimattua proteiinia, 
joiden signaali näkyi eri kanavilla. Analysoidut proteiiniparit olivat GOSR1 ja 
LC3 tai GOSR1 ja RAB24. Tässä metodikuvauksessa käytetään paria GOSR1-
RAB24. Solulle luotiin kaksi maskia, yksi kummallekin proteiinille.  Toinen maski 
päästi läpi kaiken tarkasteltavan signaalin tarkasteltavasta kanavasta, toinen 
määritettiin sellaiseksi, että se päästi silmämääräisesti läpi tarkastellun kanavan 
signaalin ainoastaan vesikkeleistä.  GOSR1:lle tehdyt maskit asetettiin vuorotellen 
RAB24-signaalia kuvaavan kuvan päälle ja mitattiin maskin läpi tulleen signaalin 
intensiteetti. Vesikkeleistä mitattu signaali normalisoitiin koko solun alueelta 
mitatulla signaalin intensiteetilla. Sama toistettiin asettamalla RAB24:lle tehdyt 
maskit vuorotellen GOSR1-signaalia kuvaavan kuvan päälle. Normalisoidusta 
mittaustuloksesta nähtiin, kuinka suuri osa solun lähettämästä RAB24-signaalista 
oli peräisin GOSR1-vesikkeleistä ja päinvastoin. Saaduista tuloksista laskettiin 
kaikkien solujen keskiarvot mitatuille suureille. Kolokalisaatioanalyysi tehtiin 
ImagePro-ohjelmiston Co-localization-työkalua käyttäen jokaiselle solulle 
kerrallaan. Solun ääriviivana käytettiin intensiteettianalyysiä varten luotua rajaa. 
Työkalu laski proteiinien kolokalisaatiolle Pearsonin korrelaatiokertoimen. 




Vasta-aine Tuotantoeläin Valmistaja Kataloginumero IF WB 
anti-LC3 kani MBL PM036 1:200  







NB100-79960 1:50 1:500 
anti-RAB24 hiiri BD Biosciences 612174 1:200 1:2000 
anti-GFP hiiri Roche 11814460001  1:1000 
anti-myc kani Abcam ab9106  1:5000 
Taulukko 3-1: Tutkielmassa käytetyt primääriset vasta-aineet 
 
 
Vasta-aine Tuotantoeläin Valmistaja Kataloginumero IF WB 
anti-hiiri IgG-
AF488 
vuohi Invitrogen A-11029 1:400  
anti-kani IgG 
AF594 
vuohi Invitrogen A-11037 1:400  
anti-kani IgG 
AF488 
vuohi Life Technologies A-11034 1:400  
anti-hiiri IgG 
AF594 
vuohi Invitrogen A-11032 1:400  
anti-hiiri IgG 
HRP 
vuohi Jackson Immuno 
Research 
115-035-003  1:10000 
anti-kani IgG 
HRP 
vuohi DakoCytomation P0448  1:10000 





Soluja kasvatettiin 10 cm:n maljoilla, kunnes maljat olivat täynnä. Solut pestiin 
kylmällä PBS:ää, minkä jälkeen maljat pantiin jäille. Solut kaavittiin maljoista 
kylmällä PBS:llä ja ne pelletoitiin sentrifugoimalla (5804R eppendorf sentrifugi) 3 
min 850 g +4°C:ssa. Supernatantti poistettiin ja solut resuspensoitiin 200-1000 
μl:aan puskuria (1 mM EDTA/2% NP-40/ 0,2% SDS/PBS), johon oli lisätty 
proteaasi-inhibiittoria (Rochen Protease inhibitor cocktail tablets, complete EDTA 
free) valmistajan ohjeen mukaan. Soluja inkuboitiin jäillä 30 min, minkä jälkeen 
ne pelletoitiin sentrifugoimalla (5804R eppendorf sentrifugi) 5 min +4°C:ssa 
16000 g. Supernatantti otettiin talteen. 
Supernatantin proteiinipitoisuus määritettiin Piercen BCA Protein Assay – 
menetelmäpakkauksella valmistajan ohjeen mukaan. 
SDS-PAGE (Polyacrylamide gel electrophoresis) geelinäytteet valmistettiin 
lisäämällä supernatanttiin 4x SDS-näytepuskuria (8% SDS/2% merkaptoetanoli/ 
0,01% bromifenolisininen/50% glyseroli/0,2 M Tris-HCl pH6,8) ja keittämällä 
näytettä +95°C:ssa 5 min. Näytteitä pipetoitiin 15% SDS-PAGE-geeliin siten, että 
kunkin geelinäytteen proteiinimäärä oli sama (10-50 μg) ja geeliä ajettiin 15-20 
min 100V ja 45-90 min 150V Mini Protean 3 – laitteistolla (Bio-Rad). Proteiinit 
siirrettiin geeliltä nitroselluloosakalvolle (Whatman Protran BA83 nitrocellulose 
0,2 μm) Western blottaamalla 90 min 250 mA Mini Transblot – laitteistolla (Bio-
Rad) valmistajan ohjeen mukaan. 
Kalvoa blokattiin blokkauspuskurilla (Taulukko 3-3) 5% maitojauhe tai 5% BSA/ 
0,1% Tween/Tris puskuroitu saliini (TBS) joko +4°C:ssa yön yli tai 1 h 
huoneenlämmössä. Kalvoa inkuboitiin blokkauspuskuriin laimennetussa 
primäärisessä vasta-aineessa (Taulukko 3-1) joko +4°C:ssa yön yli tai 1 h 
huoneenlämmössä. Kalvoa pestiin 5x10 min pesupuskurilla 0,1%  Tween/TBS 
huoneenlämmössä, minkä jälkeen kalvoa blokattiin 15 min blokkauspuskurissa 
huoneenlämmössä. Kalvoa inkuboitiin blokkauspuskuriin laimennetussa 
sekundäärisessä vasta-aineessa (Taulukko 3-2) 1 h huoneenlämmössä. 
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Sekundäärisessä vasta-aineessa oli piparjuuriperoksidaasi (HRP) – leima. Lopuksi 
kalvoja pestiin 5x10 min pesupuskurilla.. 
Detektio tehtiin käyttäen Milliporen Immobilon Western Chemiluminescent HRP 
Substrate – menetelmäpakkausta valmistajan ohjeen mukaan. Kalvo kuvattiin 
BioSpectrum MultiSpectral 610 Imaging System UVP – laitteistolla käyttäen 










3.5 Immunopresipitaatio (IP) 
3.5.1 IP anti-c-myc-geelillä 
Solulysaatti valmistettiin kuten luvussa 3.4  on kuvattu, mutta käyttäen  IP-
puskuria (50 mM Tris HCl pH 7,5, 150 mM NaCl, 10 mM MgCl2, 1% NP-40, 
0,5% Na-DOC, 1 mM Na3OV4, 1 mM NaF). IP-puskuriin oli lisätty proteaasi-
inhibiittoria (Rochen Protease inhibitor cocktail tablets, complete EDTA free) 
valmistajan ohjeen mukaan, ja se oli myös mukana kaikissa työvaiheissa. 
Tasapainotettiin EZ view
TM
 Red Anti-c-Myc Affinity – geeli (Sigma-Aldrich) 
sekoittamalla 50 μl:aan geeliä 750 μl IP-puskuria. Vorteksoinnin jälkeen geeli 
kerättiin sentrifugoimalla (5804R eppendorf sentrifugi) 30 s 9500g 
huoneenlämmössä. Toistettiin pesu kerran ja siirrettiin geelipelletti jäille. Geeli 
resuspensoitiin 1 ml:n tilavuuteen IP-puskurilla laimennettuun näytteeseen, jossa 
oli proteiinia 250-1000 μg ja läsnä 1 μM γGTP RAB24:n aktiivisuuden 
varmistamiseksi. Näytteiden tilavuudet määritettiin sellaisiksi, että niissä oli 
kaikissa sama määrä proteiinia. Geeli ja näyte sekoitettiin vorteksoimalla ja 
inkuboitiin 1 h +4°C:ssa rotaattorissa. Geelikuuliin kiinnitetty anti-c-myc sitoutuu 
RAB24:n myc-tagiin. Pelletoitiin geeli sentrifugoimalla (5804R eppendorf 
sentrifugi) 30 s 6400g +4°C:ssa ja poistettiin supernatantti. Pestiin geeli kolme 
kertaa. Pesut tehtiin resuspensoimalla geeli 750 μl:aan IP-puskuria, jossa oli 
mukana 1 μM GTP RAB24:n aktiivisuuden varmistamiseksi, minkä jälkeen 
sekoitettiin vorteksoimalla ja inkuboitiin 5 min +4°C:ssa rotaattorissa. Geeli 
pelletoitiin sentrifugoimalla (5804R eppendorf sentrifugi) 30 s 6400g +4°C:ssa. 
Valmistettiin SDS-PAGE-näytteet resuspensoimalla geelipelletti 50 μl:aan 2x 
SDS-näytepuskuria (8% SDS/2% merkaptoetanoli/0,01% bromifenolisininen/ 50% 
glyseroli/0,2 M Tris-HCl pH 6,8), keittämällä 5 min +95°C:ssa ja sentrifugoimalla 
1 min 16000g huoneenlämmössä. Poistettiin geelipelletti näytteestä. 
Näytteet ajettiin SDS-PAGE:ssa, immunoblotattiin ja blottikalvo detektoitiin kuten 
luvussa 3.4 on kuvattu. 
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3.5.2 IP magneettikuulilla 
Kaikki työvaiheet tehtiin muutoin samalla tavalla kuin käytettäessä anti-myc-
geeliä (luku 3.5.1), mutta lyysaattisupernatanttiin lisättiin 2 μl anti-RAB24 
(Taulukko 3-1) ja inkuboitiin jäillä +4°C:ssa yön yli. Geelin sijasta käytettiin 
proteiini G -magneettikuulia (Pure Proteome
TM
 Protein G Magnetic Beads, 
Millipore) ja sentrifugoinnin sijasta pelletoinnit tehtiin käyttäen magneettitelinettä 
(Magna Grip
TM
 Rack 8 well, Millipore). Magneettikuuliin kiinnitetty G-proteiini 





4.1 Endogeenisen GOSR1:n immunofluoresenssivärjäys 
Tutkimuksen ensimmäinen tavoite oli selvittää, näkyykö endogeeninen GOSR1 
immunofluoresenssivärjäyksessä, vai vaaditaanko sen yli-ilmentämistä. Lisäksi 
haluttiin tarkistaa GOSR1-vasta-aineen toimivuus. Tätä varten leimattiin PFA:lla 
fiksoidut mycRAB24:ää yli-ilmentävät HeLa-solut GOSR1- ja RAB24-vasta-
aineilla (Taulukko 3‑1), jolloin voitaisiin samalla tutkia GOSR1:n ja RAB24:n 
kolokalisaatiota eli paikantumista samoihin rakenteisiin, mikäli endogeeninen 
GOSR1 ilmentyisi riittävän voimakkaasti. Osa soluista oli basaaleissa olosuhteissa 
eli täydessä viljelymediumissa, osassa oli indusoitu autofagia pitämällä niitä 
aminohapottomassa liuoksessa (EBSS) 1 h, 2 h tai 4 h. Tarkoituksena oli tutkia 
RAB24:n ja GOSR1:n osallistumista autofagiaan tarkastelemalla 
immunofluoresenssileiman voimakkuutta. 
GOSR1:n olettiin näkyvän selkeinä pistemäisinä täplinä Golgin laitteessa, sillä se 
on integraalinen membraaniproteiini. Sellaisia ei kuitenkaan näkynyt, vaan 
havaittavissa oleva leima muistutti lähinnä tasaista taustaa (Kuva 4-1, Kuva 4-2). 
Tästä voitiin päätellä, että joko endogeeninen GOSR1 ei ilmene riittävän 
voimakkaasti, jotta sitä voitaisiin tutkia immunofluoresenssilla, tai että 
tutkimuksessa käytetty vasta-aine ei toimi. 
RAB24:ää yli-ilmentävät solut erottuivat selvästi anti-RAB24-leimauksessa (Kuva 
4-1, Kuva 4-2). RAB24-leima oli voimakkain tuman ympärillä, ja lisäksi heikompi 





Kuva 4-1: HeLa-solut transfektoitiin RAB24:llä, fiksoitiin ja immunofluoresenssileimattiin anti-
RAB24:llä ja anti-GOSR1:llä. Immunofluoresenssileimattu RAB24 näkyy kuvassa vihreällä ja 





Kuva 4-2: HeLa-solut transfektoitiin RAB24:llä, fiksoitiin ja immunofluoresenssileimattiin anti-
RAB24:llä ja anti-GOSR1:llä. Immunofluoresenssileimattu RAB24 näkyy kuvassa vihreällä ja 





4.2 GOSR1-vasta-aineen toimivuuden tarkistaminen 
Vasta-aineen toimivuuden tarkistamiseksi leimattiin PFA:lla fiksoidut GOSR1:ä 
yli-ilmentävät HeLa-solut GOSR1-vasta-aineella (Taulukko 3-1). Mukana oli 
näytteet soluista, joita ei ollut näännytetty ja soluista, joissa oli indusoitu autofagia 
pitämällä niitä aminohapottomassa liuoksessa (EBSS) 4h. 
Immunofluoresenssimikroskoopilla otetuissa kuvissa (Kuva 4-3) kummassakaan 
näytteessä ei erottunut selkeitä rakenteita, vaan solut  olivat tasaisen punaisia. 
Toistettiin koe kerran. Tästä voitiin päätellä, että joko vasta-aine ei toimi tai että 
solujen transfektio oli epäonnistunut. 
 
Kuva 4-3: HeLa-solut transfektoitiin GOSR1:llä, fiksoitiin ja immunofluoresenssileimattiin anti-
GOSR1:lla. Kuvat otettiin Olympus Provis AX70 fluoresenssimikroskoopilla 60-kertaisella 
suurennoksella. 
GOSR1-plasmidi lähetettiin sekvensoitavaksi, ja saadun selvityksen mukaan 
GOSR1:n sekvenssissä ei ollut virheitä. Seuraavaksi optimoitiin 
transfektioprotokollaa ja tutkittiin näkyisikö yli-ilmennetty GOSR1 
immunoblotissa. Transfektoitiin HeLa-solut GOSR1:llä ja otettiin kontrolleiksi 
transfektoimattomat HeLa- ja MEF-solut. Soluja ei näännytetty. Blotissa (Kuva 
4-4) voitiin kanin GOSR1-vasta-aineella erottaa kaikissa soluissa noin 28 kDa:n 
kohdalla juova, joka oli kontrollina käytetyissä vain endogeenistä GOSR1:ä 
ilmentävissä HeLa- ja MEF-soluissa selvästi heikompi kuin GOSR1:ä yli-
ilmentävissä HeLa-soluissa. Tämä molekyylipaino vastaa GOSR1:n 
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molekyylipainoa. Blotissa erottui myös useita muita juovia. GOSR1:ä yli-
ilmentävissä HeLa-soluissa ne olivat merkittävästi heikompia kuin 28 kDa:n 
kohdalla oleva juova. Kontrollisoluissa useat juovista olivat voimakkuudeltaan 
vähintään samaa luokkaa kuin 28 kDa:n juova. Tästä voitiin päätellä, että vasta-
aine toimii ainakin immunoblotissa, mutta että se ei ollut vasta-aineena kovin 
hyvä, koska se tunnisti GOSR1:n lisäksi useita muitakin proteiineja. Endogeenisen 
GOSR1:n leimaaminen immunofluoresenssilla ei siten tällä vasta-aineella onnistu. 
 
Kuva 4-4: HeLa- ja MEF-solujen sekä GOSR1:llä transfektoitujen HeLa-solujen 
immunoblottaus anti-GOSR1:lla. Immunoblotissa voidaan kanin GOSR1-vasta-aineella erottaa 
kaikissa soluissa GOSR1 juovana (nuoli), joka on kontrollina käytetyissä vain endogeenistä GOSR1:ä 
ilmentävissä HeLa- ja MEF-soluissa selvästi heikompi kuin yli-ilmentävissä HeLa-soluissa (HeLa 
transf.). Tämän juovan lisäksi blotissa voidaan erottaa useita muitakin juovia, jotka GOSR1:ä yli-
ilmentävissä HeLa-soluissa ovat merkittävästi GOSR1:n juovaa heikompia, mutta kontrollisoluissa 




Tarkistettiin vielä vasta-aineen toimivuus immunofluoresenssilla metanolilla 
fiksoiduissa soluissa. Leimattiin GOSR1:ä yli-ilmentävät näännyttämättömät ja 4 h 
EBSS:ssä näännytetyt HeLa-solut GOSR1-vasta-aineella (Taulukko 3-1). 
Aiemmasta poiketen käytettiin sekundäärivasta-ainetta, jossa oli Alexa Fluor 488 - 
leima (vihreä) (Taulukko 3-2). Kontrollina olivat vastaavat 
transfektoimattomattomat HeLa-solut. Immunofluoresenssikuvissa (Kuva 4-5) 
nähtiin, että pelkkää endogeenista GOSR1:stä ilmentävissä soluissa kirkkaammat 
kohdat eivät erottuneet taustasta kovin hyvin. Sen sijaan GOSR1:ä yli-ilmentävissä 
soluissa näkyi selkeitä vihreitä täpliä, jotka olivat asettuneet Golgin laitteen 
muotoon. Koska GOSR1 on Golgi-SNARE, voitiin näiden täplien tulkita 
edustavan GOSR1:stä. Tämä oli havaittavissa sekä näännyttämättömissä että 4 h 
näännytetyissä soluissa. Tästä voitiin päätellä, että vasta-aine toimii 
immunofluoresenssissa mikäli GOSR1:n määrä on riittävä ja solut on fiksoitu 
metanolissa. Endogeeninen GOSR1 ilmenee liian heikosti, jotta sitä voitaisiin 
tutkia immunofluoresenssilla tämän vasta-aineen avulla. Jatkotutkimuksia varten 




Kuva 4-5: HeLa-solut transfektoitiin GOSR1:llä, fiksoitiin metanolilla ja 
immunofluoresenssileimattiin anti-GOSR1:lla.. Sekundäärivasta-aineessa on Alexa Fluor 488 - leima. 
Kontrollina käytettiin transfektoimattomia HeLa-soluja. Immunofluoresenssileimattu GOSR1 näkyy 
vihreällä. Yli-ilmennetävissä soluissa erottuu vihreitä täpliä, jotka asettuvat Goglin laitteen muotoon. 
Endogeenistä GOSR1:stä ilmentävissä soluissa kirkkaammat kohdat erottuvat huonosti taustasta. 




4.3 RAB24:n ja GOSR1:n kolokalisaatio 
Tutkimuksessa haluttiin selvittää, paikantuvatko RAB24 ja GOSR1 samoihin 
rakenteisiin. Tätä varten stabiilisti mycRAB24:ää yli-ilmentäviä HeLa-soluja 
transfektoitiin GOSR1:llä. Kontrollina käytettiin HeLa-soluja, jotka yli-ilmensivät 
stabiilisti pelkkää myc-tagiä. Kontrollisolut transfektoitiin ilman DNA:ta. Osa 
transfektoiduista soluista näännytettiin 4 h EBSS:ssä autofagian indusoimiseksi. 
Solut kaksoisleimattiin RAB24:n ja GOSR1:n vasta-aineilla (Taulukko 3-1). Solut 
kuvattiin konfokaalimikroskoopilla. 
Mikroskooppikuvissa (Kuva 4-6) GOSR1 näkyi punaisina täplinä. RAB24 näkyi 
tasaisesti koko solun alueelle levittäytyvänä vihreänä värinä sekä muutamana 
vihreänä täplänä. Täplät kuvaavat GOSR1- ja RAB24-positiivisia vesikkeleitä. 
Punaiset ja vihreät täplät eivät kuitenkaan sijainneet  samoissa kohdissa. Näiden 





Kuva 4-6: mycRAB24:ää stabiilisti yli-ilmentävät HeLa-solut transfektoitiin GOSR1:llä, 
fiksoitiin ja immunofluoresenssileimattiin RAB24:n ja GOSR1:n vasta-aineilla. 
Immunofluoresenssileimattu RAB24 näkyy vihreänä ja  GOSR1:n punaisena. RAB24 levittäytyy 
tasaisesti koko solun alueelle ja lokalisoituu täplämäisiin rakenteisiin. GOSR1 lokalisoituu myös 




Konfokaalimikroskoopilla kuvattuja soluja analysoitiin ImagePro-ohjelmistolla. 
Analyysissä arvioitiin GOSR1-positiivisista rakenteista mitattavaa RAB24-
signaalia ja päinvastoin luomalla maski positiiviselle vesikkelimäiselle rakenteelle 
ja suhteuttamalla sen läpi mitattua signaalia koko solusta mitattuun signaaliin. 
Luotiin siis vain GOSR1 tai vain RAB24 positiiviset vesikkelit paljastava maski ja 
laskettiin intensiteettien perusteella, kuinka suuri osa tarkasteltujen solujen 
RAB24- tai GOSR1-leiman intensiteetistä sijaitsi keskimäärin näissä rakenteissa. 
Tutkittaessa näännyttämättömiä soluja havaittiin immunofluoresenssileimojen 
intensiteettien perusteella (Kuva 4-7), että 3,3% (keskihajonta 1,9%) solun 
RAB24:stä oli paikantunut GOSR1-positiivisiin rakenteisiin. Vastaavasti 2,7% 
(keskihajonta 2,1%) solun GOSR1:stä oli paikantunut RAB24-positiivisiin 
rakenteisiin. Neljä tuntia EBSS.ssä näännytetyillä soluilla 2,9% (keskihajonta 
1,6%) solun RAB24:stä oli paikantunut GOSR1-positiivisiin rakenteisiin ja 2,4% 
(keskihajonta 1,9%) solun GOSR1:stä  RAB24-positiivisiin rakenteisiin. 
Kolokalisaatioanalyysillä määritettiin GOSR1:n ja RAB24:n kolokalisaation 
Pearsonin korrelaatiokertoimeksi keskimäärin 0,32 (keskihajonta 0,07) 
näännyttämättömille ja 0,32 (keskihajonta 0,08) näännytetyille soluille. 
Analyysissä oli mukana 24 näännyttämätöntä ja 25 neljä tuntia näännytettyä solua. 
ImagePro analyysin perusteella voidaan todeta, että vain hyvin pieni osa 
RAB24:stä ja GOSR1:stä paikantuu samoihin rakenteisiin sekä 
käsittelemättömissä että EBSS-käsitellyissä soluissa. Tämä tukee edellä esitettyä 




Kuva 4-7: mycRAB24:ää stabiilisti yli-ilmentävien GOSR1:llä transfektoitujen HeLa-solujen 
konfokaaliimikroskooppikuvia analysoitiin ImagePro-ohjelmistolla. Luotiin vain GOSR1 / RAB24 
positiiviset vesikkelit paljastava maski ja laskettiin intensiteettien perusteella, kuinka suuri osa 
tarkasteltujen solujen RAB24 / GOSR1:stä sijaitsi keskimäärin näissä rakenteissa. Analyysissä oli 
mukana 24 näännyttämätöntä ja 25 neljä tuntia näännytettyä solua. Virhepalkit kuvaavat 
keskihajontaa solujen välillä. 
4.4 Fuusioplasmidin GOSR1+GFP toimivuuden tarkistaminen 
Tarkistettiin valmistetun fuusioplasmidin GOSR1-GFP toimivuus transfektoimalla 
sillä HeLa-soluja. Kontrollina käytettiin HeLa-soluja, jotka oli transfektoitu 
epitooppileimattomalla GOSR1:llä. Solut fiksoitiin PFA:lla ja niitä tarkasteltiin 
fluoresenssimikroskoopilla. EVOS - fluoresenssimikroskoopin kuvista (Kuva 4-8) 
havaittiin, että fuusioplasmidilla transfektoiduissa soluissa näkyi kirkkaita vihreitä 
täpliä, jotka olivat asettuneet Golgin laitteen muotoon. GFP-leima siis näkyi 
selkeästi ja paikantumisen perusteella voitiin olettaa sen paikantuvan Golgin 
alueelle. Kontrollina toimivissa epitooppileimattomalla GOSR1:llä 
transfektoiduissa soluissa ei näkynyt käytännössä mitään. Tästä voitiin päätellä, 
että geenifuusio oli onnistunut ja että fuusioplasmidia voitaisiin jatkossa käyttää 




Kuva 4-8: HeLa – solut transfektoitiin GFP-leimalla varustetulla GOSR1:llä ja kontrollina 
pelkällä GOSR1:llä. Soluja ei näännytetty. Fiksaation jälkeen solut kuvattiin EVOS-
fluoresenssimikroskoopilla 40-kertaisella suurennoksella. GFP-leima erottuu vihreinä, kirkkaina 




4.5 LC3:n ja GOSR1:n kolokalisaatio 
Jotta saataisiin tietää, paikantuuko GOSR1 autofagosomeihin, tutkittiin GOSR1:n 
ja autofagosomien merkkiproteiini LC3:n kolokalisaatiota. Tätä varten HeLa-
soluja transfektoitiin fuusioplasmidilla GOSR1-GFP. Endogeenisen LC3:n 
tiedettiin erottuvan hyvin immunofluoresenssilla. Soluja ei näännytetty eli 
kolokalisaatiota tutkittiin perustilan olosuhteissa. Solut leimattiin LC3 vasta-
aineella (Taulukko 3-1) ja kuvattiin konfokaalimikroskoopilla. Kuvissa (Kuva 4-9) 
näkyi joitakin rakenteita, joissa  GOSR1:n vihreä GFP ja LC3:n punainen leima 





Kuva 4-9: HeLa-solut transfektoitiin fuusioplasmidilla GOSR1+GFP, fiksoitiin ja 
immunofluoresenssileimattiin LC3 vasta-aineella. Immunofluoresenssileimattu LC3 näkyy punaisena ja  
GOSR1:n GFP-leima vihreänä. Kohdat (valkoiset / punaiset nuolet), joissa leimojen muodostamat 
täplät ovat päällekkäin, näkyvät keltaisena täplänä. Kuvat otettiin konfokaalimikroskoopilla. 
Konfokaalimikroskoopilla kuvattuja soluja analysoitiin ImagePro-ohjelmistolla. 
Immunofluoresenssileimojen intensiteettien perusteella havaittiin (Kuva 4-10), että 
keskimäärin 15% (keskihajonta 10%) solun LC3:stä oli paikantunut GOSR1-
positiivisiin rakenteisiin. Vastaavasti keskimäärin 6% (keskihajonta 4%) solun 
GOSR1:stä oli paikantunut LC3-positiivisiin rakenteisiin. Kolokalisaatio-
analyysillä määritettiin GOSR1:n ja LC3:n kolokalisaation Pearsonin 
korrelaatiokertoimeksi 0,48 (keskihajonta 0,16). Analyysissa oli mukana 21 solua. 
Yhteenvetona voidaan todeta, että merkittävä osa,  15% endogeenisen  LC3:n 
leimasta paikantuu GOSR1-positiivisiin rakenteisiin. Sen sijaan pienempi osa, 6% 
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yli-ilmennetyn GOSR1:n leimasta paikantuu LC3-positiivisiin rakenteisiin. Myös 
Pearsonin korrelaatiokertoimen arvo viittaa osittaiseen yhteispakantumiseen. 
 
Kuva 4-10: GOSR1-GFP:llä transfektoitujen HeLa-solujen konfokaaliimikroskooppikuvia 
analysoitiin ImagePro-ohjelmistolla. Luotiin vain GOSR1 / LC3 positiiviset vesikkelit paljastava maski 
ja laskettiin intensiteettien perusteella, kuinka suuri osa tarkasteltujen solujen LC3 / GOSR1:stä sijaitsi 




4.6 RAB24:n ja GOSR1:n vuorovaikutus 
Tutkimuksessa haluttiin RAB24:n ja GOSR1:n kolokalisaation lisäksi tutkia niiden 
mahdollista vuorovaikutusta. Tämä tehtiin selvittämällä immunopresipitaatiolla, 
saostuuko GOSR1 RAB24:n mukana. Mikäli tämä tapahtuu, voitaisiin olettaa, että 
proteiinit ovat sitoutuneet toisiinsa. Aluksi immunopresipitaatio tehtiin anti-c-myc-
geelillä. Näytteenä käytettiin stabiilisti mycRAB24:ää yli-ilmentäviä HeLa-soluja 
ja kontrollina vastaavia HeLa-soluja, joissa yli-ilmennetystä plasmidista puuttui 
RAB24-sekvenssi. Molemmat solulinjat ilmensivät GOSR1:ä ainoastaan 
endogeenisesti. Immunopresipitaatiotuotteista ajettiin kaksi identtistä geeliä, joista 
toinen immunoblotattiin RAB24-vasta-aineella, toinen GOSR1-vasta-aineella 
(Taulukko 3-1). Geeleistä (Kuva 4-11) nähtiin, että RAB24-blotissa oli juova 
mycRAB24-näytteessä noin 24 kDa:n kohdalla. Tämä vastaa mycRAB24:n 
molekyylimassaa (24 kDa). Odotusten mukaisesti kontrollinäytteessä ei vastaavaa 
juovaa näkynyt. Myöskään endogeenisen RAB24:n massaa (23 kDa) vastaavaa 
juovaa ei kummassakaan näytteessä näkynyt, mikä oli myös odotettua, sillä siitä 
puuttuu myc-tagi, johon geelin vasta-aine voisi tarttua. Koska RAB24-blotti oli 
odotusten mukainen, tutkittiin myös GOSR1-blotti. GOSR1:n massan (28 kDa) 
kohdalla ei kuitenkaan näkynyt mitään. Geelissä tosin näkyi noin 20 kDa:n 
kohdalla paksu juova, joka todennäköisesti tuli geelin anti-myc-proteiinista, sillä 
sekä se että GOSR1:n vasta-aine oli tuotettu kanissa. Tämä mahdollisesti peitti 




Kuva 4-11: Immunopresipitaatio anti-c-myc-geelillä. Immunopresipitoitiin mycRAB24:ää yli-
ilmentävien solujen ja vain endogeenistä RAB24:ää ilmentävien solujen lysaattisupernatantteja. 
Vasemmanpuoleinen blotti immunoblotattiin anti-RAB24:llä, oikeanpuoleinen anti-GOSR1:llä. RAB24-
blotissa näkyy mycRAB24-näytteessä juova (pieni musta nuoli) noin 24 kDa:n kohdalla, mikä vastaa 
mycRAB24:n molekyylimassaa (24 kDa). GOSR1-blotissa ei näy mitään GOSR1:n oletetulla paikalla 
(28 kDa) (ympyröity punainen alue). Tälle alueelle osuu osittain luultavasti geelin vasta-aineesta 
peräisin oleva juova.  
Uusittiin koe hiiren anti-RAB24:lla ja proteiini G -magneettikuulilla GOSR1:n 
saamiseksi näkyviin immunopresipitaatiolla. Käytettiin näytteinä samoja soluja 
kuin edellisessä immunopresipitaatiossa, eli mycRAB24:ää ja pelkkää myc-tagiä 
stabiilisti yli-ilmentäviä HeLa-soluja. Ajettiin kolmessa samanlaisessa SDS-
PAGE-geelissä immunopresipitaatiotuotteiden lisäksi myös näytteet solujen 
lysaattisupernatanteista, jotta voitaisiin tarkistaa mycRAB24:n GOSR1:n 
molekyylipainot bloteissa.  Geelit immunoblotattiin anti-RAB24:llä, anti-myc:llä 
ja anti-GOSR1:llä (Taulukko 3-1). RAB24-blotista (Kuva 4-12) nähtiin, että 
lysaatissa oli odotusten mukaisesti mycRAB24:ää yli-ilmentävässä näytteessä 
kaksi juovaa noin 23 kDa:n (vastaa RAB24:n massaa) ja 24 kDa:n (vastaa 
mycRAB24:n massaa) kohdalla sekä myc-tagiä yli-ilmentävässä näytteessä yksi 
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juova endogeenisen RAB24:n massan (23 kDa) kohdalla. Odotusten vastaisesti sen 
sijaan immunopresipitaatiossa ei näkynyt mitään lysaatin juovien kohdalla. 
Magneettikuulien G-proteiinin olisi pitänyt sitoa anti-RAB24:n IgG:tä. Myc-
blotissa (Kuva 4-12) odotettiin nähtävän sekä lysaatissa että 
immunopresipitaatiossa mycRAB24:ää yli-ilmentävien solujen näytteissä yksi 
juova 24 kDa:n kohdalla, mutta geelissä oli liikaa taustaa, jotta sitä olisi voitu 
tulkita luotettavasti. Ylimääräinen tausta johtui mahdollisesti väärästä 
blokkausproteiinista. Koska RAB24:ää ei bloteista löytynyt, ei GOSR1:ä 
kannattanut immunoblotata. 
 
Kuva 4-12: Immunopresipitaatio anti-RAB24:lla ja magneettikuulilla. Immunopresipitoitiin 
mycRAB24:ää yli-ilmentävien solujen ja vain endogeenistä RAB24:ää ilmentävien solujen 
lysaattisupernatantteja. Blotissa ovat mukana myös lysaattisupernatantit. Vasemmanpuoleinen blotti 
immunoblotattiin anti-RAB24:llä, oikeanpuoleinen anti-myc:llä. RAB24-blotissa näkyy lysaatissa 
mycRAB24-näytteessä kaksi juovaa noin 23 kDa:n (endogeeninen RAB24) ja 24 kDa:n (mycRAB24) 
kohdalla ja myc-näytteessä yksi juova 23 kDa:n kohdalla (endogeeninen RAB24). 
Immunopresipitaatiossa ei näy mitään lysaatin juovien kohdalla (ympyröity punainen alue). Myc-
blotissa on paljon taustaa, mutta lysaatissa näkyy mycRAB24-näytteessä paksumpi juova. 
Immunopresipitaatiossa ei tämän kohdalla kuitenkaan näy mitään. 
Uusittiin immunopresipitaatio anti-c-myc-geelillä ja immunopresipitoitiin 
lysaattisupernatantit neljästä eri solunäytteestä: stabiilisti mycRAB24:ää yli-
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ilmentävistä HeLa-soluista, joista yhdet oli transfektoitu GOSR1-GFP:llä, yhdet 
pEGFP:llä ja yhdet olivat transfektoimattomat. Neljännen solunäytteen 
muodostivat pelkkää myc:iä stabiilisti yli-ilmentävät HeLa-solut. SDS-PAGE-
geelejä ajettiin kolme identtistä, joissa oli immunopresipitaattien lisäksi näytteet 
vastaavista lysaattisupernatanteista. Geelit immunoblotattiin anti-RAB24:llä, anti-
GFP:llä ja anti-GOSR1:llä (Taulukko 3-1). RAB24-blotissa (Kuva 4-13) nähtiin 
odotusten mukaisesti mycRAB24:n massan (24 kDa) kohdalla juova kaikissa sitä 
yli-ilmentävissä näytteissä. Lisäksi lysaattinäytteissä oli odotetuissa kohdissa 
juova endogeenisen RAB24:n kohdalta (23 kDa) lukuunottamatta pEGFP-
transfektoituja ja transfektoimattomia mycRAB24:ää yli-ilmentäviä soluja, joissa 
endogeeninen RAB24 ei jostakin syystä näkynyt. 
 
Kuva 4-13: Immunopresipitaatio anti-c-myc-geelillä. Blotti on leimattu anti-RAB24:llä. 
Sarakeotsikoissa on kerrottu, mitä proteiinia näytteen solut yli-ilmensivät. Punaisella ympyröidyiltä 
alueilta puuttui odotettu juova, joko 23 kDa:n (endogeeninen RAB24) tai 24 kDa:n (mycRAB24) 
kohdalta. Pieni musta nuoli osoittaa 24 kDa:n kohdalla olevia juovia, jotka vastaavat mycRAB24:ää. 
Näitä alempana olevat juovat edustavat endogeenista RAB24:ää. 
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GFP-blotissa (Kuva 4-14) nähtiin odotusten mukaisesti lysaattisupernatanteissa 
selkeä juova 55 kDa:n (GOSR1-GFP) kohdalla GOSR1-GFP-transfektoidussa 
näytteessä ja noin 27 kDa:n (GFP) kohdalla pEGFP-transfektoidussa näytteessä. 
Immunopresipitaatissa nähtiin pieni, tuskin havaittava, juova GOSR1-GFP-
transfektoidussa näytteessä samalla tasolla kuin vastaavassa 
lysaattisupernatantissa. Tämä voisi mahdollisesti olla GOSR1-GFP. Tosin 
vastaava jälki oli myös näkyvissä transfektoimattomassa mycRAB24:ää yli-
ilmentävässä kontrollinäytteessä, joten todennäköisemmin kyseessä on tausta. 
 
Kuva 4-14: Immunopresipitaatio anti-c-myc-geelillä. Blotti on leimattu anti-GFP:llä. 
Sarakeotsikoissa on kerrottu, mitä proteiinia näytteen solut yli-ilmensivät. Pieni musta nuoli osoittaa 
noin 55 kDa:n kohdalla olevan tuskin havaittavan juovan, joka voisi vastata vastaavan 
lysaattisupernatantin GOSR1-GFP:tä. Pieni punainen nuoli osoittaa vastaavan juovan 





GOSR1-blotista (Kuva 4-15) puuttui odotusten vastaisesti endogeenistä GOSR1:ä 
vastaava juova (28 kDa) kaikista lysaattisupernatanteista. GOSR1-GFP-
transfektoidussa näytteessä sen sijaan oli lysaattisupertantissa 55 kDa:n kohdalla 
juova, mikä vastaa GOSR1-GFP:n molekyylimassaa (55 kDa). Immuno-
presipitaatissa näkyi kaikissa näytteissä juuri samalla kohdalla erittäin voimakas 
jälki, joka luultavasti tuli IgG:stä. Mikäli GOSR1-GFP olisi presipitoitunut 
RAB24:n mukana,  olisi sen jälki blotissa jäänyt IgG:n alle.  
 
Kuva 4-15: Immunopresipitaatio anti-c-myc-geelillä. Blotti on leimattu anti-GOSR1:llä. 
Sarakeotsikoissa on kerrottu, mitä proteiinia näytteen solut yli-ilmensivät. Pieni musta nuoli osoittaa 
noin 55 kDa:n kohdalla olevan juovan, joka voisi vastata GOSR1-GFP:tä. Juova näkyy mustan sijaan 
valkoisena, mahdollisesti ECL-substraatin kulumisen takia. Punaisella ympyröidyllä isommalla alueella 
odotettiin olevan endogeenisen GOSR1:n massaa (28 kDa) vastaava juova ja pienemmällä alueella 
mahdollinen GOSR1-GFP:n massaa vastaava juova taas olisi jäänyt IgG:n jäljen alle. 
Tehtyjen immunopresipitaatioiden perusteella ei siis voida vetää mitään 




Tutkimuksessa haluttiin selvittää, sijoittuvatko RAB24 ja GOSR1 samoihin 
rakenteisiin solussa ja vuorovaikuttavatko ne keskenään autofagiassa. Lisäksi 
selvitettiin GOSR1:n paikantumista autofagosomeihin. Ainoa aiempi viite 
RAB24:n ja GOSR1:n mahdollisesta epäsuorasta vuorovaikutuksesta oli saatu 
kartoitettaessa immunopresipitaation avulla ihmissolun autofagiaproteiinien 
keskinäisiä vuorovaikutuksia perustilan autofagian aikana (Behrends et al., 2010). 
Aluksi selvitettiin, voitaisiinko tutkimuksia tehdä endogeenisellä GOSR1:llä, 
mutta sen ilmentyminen havaittiin liian heikoksi, jotta GOSR1 voitaisiin havaita 
immunofluoresenssilla käytettävissä olleen vasta-aineen avulla. GOSR1:ä 
tutkittaessa immunofluoresenssilla päädyttiin siis käyttämään yli-ilmentäviä soluja. 
GOSR1:n vasta-aine todettiin toimivaksi immunoblottauksella, vaikka sen 
valikoivuus ei ollutkaan kovin hyvä. Tämän vuoksi valmistettiin myös GFP:llä 
leimattu GOSR1-konstrukti. 
Fluoresenssimikroskopialla RAB24:n ja GOSR1:n välillä havaittiin vain vähäistä 
kolokalisaatiota, ja lisäksi mitään eroa ei havaittu näännyttämättömien ja neljä 
tuntia EBSS:ssä näännytettyjen solujen välillä. ImagePro-analyysissä arvioitiin 
GOSR1-positiivisista rakenteista mitattavaa RAB24-signaalia ja päinvastoin 
luomalla maski positiiviselle rakenteelle ja suhteuttamalla sen läpi mitattua 
signaalia koko solusta mitattuun signaaliin. RAB24 levittäytyy useissa soluissa 
melko tasaisesti sytoplasmaan, minkä vuoksi maskin muodostaminen RAB24-
positiivisille rakenteille osoittautui hyvin vaikeaksi. Maskin laatimisella ja 
mittausparametrien valinnalla voitiin vaikuttaa huomattavasti lopputulokseen. 
Mittaustuloksia tukee proteiinien välisen kolokalisaation Pearsonin 
korrelaatiokerroin, 0,33 näännyttämättömille ja 0,35 näännytetyille soluille. Näin 
alhainen korrelaatiokerroin osoittaa, että proteiinien kolokalisaatio on vähäistä. 
Yksi mahdollinen lisävirhetekijä tässä analyysissa on käytetty GOSR1 vasta-aine. 
Immunoblottaus osoitti, että tämä vasta-aine ei ole erityisen spesifinen. 
Yhteenvetona voidaan sanoa, että saadut tulokset eivät viittaa RAB24:n ja 
GOSR1:n merkittävään kolokalisaatioon, mutta analyysi olisi syytä toistaa 
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käyttäen epitooppileimattua GOSR1:a. Jatkotutkimuksia voitaisiin tehdä 
useammassa aikapisteessä (0 h, 1 h, 2 h, 4 h) ja suuremmalla solumäärällä. 
Analyysissä voisi myös kokeilla jotain muuta ohjelmistoa, esimerkiksi Cell 
Profileriä, jossa ImageProssa käsin tehtävät toimenpiteet, solun rajaus ja maskin 
laadinta signaalille, voitaisiin mahdollisesti automatisoida ja siten vakioida. 
GOSR1:n ja LC3:n kolokalisaatioanalyysi tehtiinkin käyttäen GFP-leimattua 
GOSR1-konstruktia. Tulokset osoittivat, että huomattava osa LC3-leimasta 
kolokalisoituu GOSR1:n kanssa perustilan olosuhteissa. Solusta mitattavasta LC3-
signaalista 15%±10% oli peräisin GOSR1-positiivisista rakenteista, kun taas 
mitatusta GOSR1-signaalista 6%±4% tuli LC3-positiivisista rakenteista. Tämän 
tuloksen mukaan siis GOSR1:stä oli enemmän autofagosomien ulkopuolella kuin 
LC3:a GOSR1-positiivisten rakenteiden ulkopuolella. GOSR1 on Golgi-proteiini, 
joten on luonnollista, että sitä on enemmän Golgin laitteessa kuin 
autofagosomeissa. Mikäli GOSR1 osallistuu autofagiaan, on odotettavissa, että 
merkittävä osa LC3-positiivisista vesikkeleistä sisältää GOSR1:stä. 
Kolokalisaatioanalyysillä mitattiin GOSR1:n ja LC3:n kolokalisaation Pearsonin 
korrelaatioksi 0,48, mikä tukee oletusta niiden kolokalisaatiosta. Tämän kokeen 
perusteella voitaisiin ehdottaa, että GOSR1 saattaa toimia autofagiassa, 
mahdollisesti yhdessä RAB24:n kanssa, ja aiemmin esitetyn perusteella autofagian 
loppuvaiheissa perustilan olosuhteissa. Jatkotutkimuksia voisi ehdottaa tehtäväksi 
suuremmalla määrällä soluja tulosten luotettavuuden parantamiseksi ja eri 
aikapisteissä (0 h, 1 h, 2 h, 4 h), jotta nähtäisiin tapahtuuko GOSR1:n 
paikantumisessa muutoksia autofagian edetessä. Lisäksi jatkotutkimukset käyttäen 
GOSR1:n siRNA-hiljennystä selvittämään, onko GOSR1 välttämätön autofagialle, 
olisivat paikallaan. 
Päivi Ylä-Anttilan tutkimustulosten perusteella RAB24 osallistuu autofagian 
loppuvaiheisiin perustilan olosuhteissa, mutta ei indusoidussa autofagiassa (Ylä-
Anttila et al., 2015). Riina Honkasen saamien alustavien tulosten mukaan pitkän 
(4-6 h) aminohappopaaston jälkeen RAB24:n rooli autofagiassa saattaa kuitenkin 
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lisääntyä. GOSR1:n ja LC3:n kolokalisaatio perustilassa viittaa siihen, että GOSR1 
saattaa osallistua perustilan autofagiaan sen loppuvaiheissa RAB24:n tavoin.   
GOSR1:n ja RAB24:n vuorovaikutusta selvitettiin immunopresipitaatiolla. Myc-
geelillä tehdyssä immunopresipitaatiossa todettiin RAB24:n kyllä saostuvan, mutta 
GOSR1:n saostumista ei havaittu.  Koe tehtiin kaksi kertaa, joista ensimmäisessä 
käytettiin GOSR1:llä, toisessa GFP-leimatulla GOSR1:llä transfektoituja soluja. 
Käytettäessä immunopresipitaatiossa anti-RAB24:sta ja magneettikuulia ei saatu 
edes RAB24:ää näkyviin presipitaateissa. Jatkotutkimuksissa myc-geelillä 
voitaisiin käyttää suurempia määriä proteiinia, optimoida 
immunopresipitaatioprotokollaa ja käyttää GOSR1:n ja GOSR1-GFP:n 
detektointiin joko eri eläimessä tuotettua vasta-ainetta kuin myc-geeliin on 
konjugoitu, tai käyttää myc-geeliä, jossa anti-myc ei ole tuotettu kanissa. Saadut 
tutkimustulokset eivät tue anti-RAB24:n ja magneettikuulien käyttöä RAB24:n 
immunopresipitaatiossa. Mahdollisesti anti-RAB24 ei sovellu 
immunopresipitaatioon, tai kuuliin konjugoitu proteiini G ei sido anti-RAB24 
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